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El proceso tecnológico de elaboración de Berenjenas de Almagro en las 
empresas acogidas a la IGP, ha sido descrito en detalle en la introducción de 
esta memoria. Sin embargo, es necesario indicar que, aunque en esencia éste es 
muy similar en las diferentes empresas, se producen variaciones que pueden 
afectar sustancialmente al proceso y, en definitiva, a las características del 
producto obtenido.  
En un estudio de tipificación de la Berenjena de Almagro realizado por 
Ballesteros (1996), se encontraron diferencias significativas en algunas 
características físicas (textura), químicas y sensoriales en las Berenjenas de 
Almagro comercializadas, lo que a criterio de este autor resulta del todo 
inaceptable para el consumidor especialmente cuando, como ocurre en este 
caso, se trata de un producto acogido a una IGP. Ballesteros en ese trabajo 
indicaba que el origen de estas diferencias podría ser la participación de una 
entación lo que ha sido al menos en parte 
o en el capítulo anterior.  
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espontánea de la Berenjena de Almagro (Sánchez et al., 2000, 2003, 2004), se 
habían realizado utilizando muestras de salmuera tomadas de una de las 
principales industrias elaboradoras, pero no teníamos conocimiento alguno de 
lo que ocurría en otras empresas acogidas a esta IGP.  
Planteamos entonces un estudio con un doble objetivo i) conocer la 
diversidad genética de la microbiota láctica presente en la salmuera de 
fermentación de otras dos industrias elaboradoras, para compararla con 
aquella descrita por Sánchez et al. (2000) y ii) conocer la variabilidad 
existente en la composición de la microbiota láctica entre campañas en una 
misma empresa, para lo cual, se tomaron muestras de la misma en la que 
lo hicieron Sánchez et al. (2000). De este forma pretendíamos conocer si, al 
igual que ocurre en otras fermentaciones de alimentos (Marcellino et al., 






1. LA FERMENTACIÓN....................................................................................................................3 
1.1. SIGNIFICADO Y ORIGENES…..………………………………….………………………………….………3 
1.2. TIPOS DE FERMENTACIÓN……………………….………………………………..............................4 
1.2.1. Fermentación láctica de vegetales...................................................................8 
1.2.1.1. Fermentación espontánea……………………………………………………….…..9 
1.2.1.2.Fermentación dirigida: uso de cultivos iniciadores 
o“starters”………………………………………………………………………………………..12 
2. LAS BACTERIAS LÁCTICAS……….............................................................................................16 
2.1. CARACTERÍSTICAS GENERALES Y DE CULTIVO……………......................................16 
2.2. TAXONOMÍA DEL GRUPO............................................................................................18 
2.3. METABOLISMO…………………..……..…………………………………………………………………….…21 
2.4.1.Metabolismo de los azúcares y compuestos relacionados………………….21 
2.4.2. Metabolismo de los compuestos nitrogenados.........................................27 
2.4. COMPUESTOS CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA PRODUCIDOS POR LAS 
BACTERIAS LÁCTICAS…………………………………………………………………..………….………30 
2.5. MÉTODOS UTILIZADOS EN LA IDENTIFICACIÓN Y GENOTIPADO DE LAS 
BACTERIAS LÁCTICAS……………………………………………….............................................37 
2.5.1. Métodos fenotípicos...........................................................................................37 
2.5.2. Métodos físico-químicos ...................................................................................39 
2.5.3. Métodos moleculares.........................................................................................41 
2.6. APLICACIONES DE LAS BACTERIAS LÁCTICAS………………..………………………….…52 
3. LOS ENCURTIDOS………………………………………….....……………………………………………………..…56 
3.1. LA BERENJENA DE ALMAGRO...................................................................................57 
3.1.1. Vínculo con el medio..........................................................................................58 
3.1.2. El cultivo de las berenjenas de Almagro ……………………………..……………...60 




CAPÍTULO 1. EFECTO DE LA CONGELACIÓN DE LOS FRUTOS EN LA 
FERMENTACIÓN Y EN LAS CARACTERÍSTICAS SENSORIALES DE LAS BERENJENAS 
DE ALMAGRO…………………………………………………………………………………………………………….……77 
1.1. INTRODUCCIÓN...............................................................................................................79 
1.2. MATERIAL Y MÉTODOS.................................................................................................81 
1.2.1. Material…………………….…………………………….……………………………..………………….81 
1.2.2. Diseño experimental...........................................................................................81 
1.2.3. Métodos……………………….…………………………………….…………………………..…….…..82 
1.2.3.1. Análisis químico………………….…………………………………………….………….82 
1.2.3.2. Análisis microbiológico…..…………………………………………………………..83 
1.2.3.3. Análisis sensorial ………………………….………………………………………..……88 
1.2.3.4. Análisis estadístico de los resultados…………………………………………91 
1.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN.........................................................................................92 
1.3.1. Evolución de la fermentación………………………………………………………………..92 
1.3.2. Identificación de los aislados………………………………..………………………………..94 
1.3.3. Análisis sensorial………………………………………………………….………………………..103 
1.4. CONCLUSIONES…………………………………..……………………………….………………………….107 
CAPÍTULO 2. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA UTILIZACIÓN DE CULTIVOS 
INICIADORES EN LA FERMENTACIÓN Y EN LAS CARACTERÍSTICAS SENSORIALES 
DE LAS BERENJENAS DE ALMAGRO…………………………………………………..………………..…..109 
2.1. INTRODUCCIÓN………………………………………………………….……………………………………111 
2.2. MATERIAL Y MÉTODOS...............................................................................................113 
2.2.1. Material……………………………….………….………………………………..…………………….113 
2.2.2. Diseño experimental…………………..………………………..…………………………..…..113 
2.2.3. Métodos..…………………………………………………………………………….………………....114 
2.2.3.1. Análisis químico …………..……………………………………………………………114 
2.2.3.2. Análisis microbiológico………………………………..…….…......................115 
Índice 
2.2.3.3. Análisis sensorial…………………………………………………………………….….115 
2.2.3.4. Análisis estadístico de los resultados…………….…….………………….115 
2.3.RESULTADOS  Y DISCUSIÓN…………………………………………….…….……………………….116 
2.3.1. Evolución de la fermentación………………………………………………………………116 
2.3.2. Análisis sensorial……………………………………………………………………………………118 
2.4. CONCLUSIONES…………………………………………………………………….……..……………….…122 
CAPÍTULO 3. SELECCIÓN DE UN CULTIVO INICIADOR PARA LA FERMENTACIÓN 
DIRIGIDA DE BERENJENAS DE ALMAGRO Y ESTUDIO DE SU CAPACIDAD DE 
IMPLANTACIÓN UTILIZANDO LA TÉCNICA RAPD-PCR …..………………………………..……123 
3.1. INTRODUCCIÓN…………………..…………………………………………………………………………..125 
3.2. MATERIAL Y MÉTODOS……………………………………………….……………………………..…..127 
3.2.1. Cultivos y condiciones de cultivo…………………………………..........................127 
3.2.2. Caracterización tecnológica……………………………………………………….………..127 
3.2.2.1. Producción de aminas biógenas………..………………………….………..127 
3.2.2.2. Producción de peróxido de hidrógeno (H2O2)……………………..128 
3.2.2.3. Presencia de las actividades pectinásica, celulásica y 
poligalacturonásica……………………………………………………………………..129 
3.2.2.4. Cálculo de la velocidad de crecimiento………………………………….130 
3.2.2.5. Actividad acidificante…………………………….………………………………….130 
3.2.2.6. Tolerancia a la sal…………………………………………………........................130 
3.2.2.7. Estudio de la capacidad bacteriocinogénica………………….……..131 
3.2.3. Ensayos de fermentación……………………………………………………………………..134 
3.2.4. Análisis químico y microbiológico de las salmueras………….….…………..134 
3.2.5. Seguimiento de los cultivos inoculados…………………………………………..…135 
3.2.5.1. Preparación de los extractos crudos de ADN………………………..136 
3.2.5.2. Amplificación del ADN……………………………………….…………………….136 




3.2.5.4. Estudio de reproducibilidad y análisis numérico de los perfiles 
de polimorfismo de ADN…………………………………………….....………….138 
3.2.6. Análisis sensorial………………………….………………………………………………………..139 
3.2.7. Análisis estadístico de los resultados………………………………………..............140 
3.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN…………………………………………………………….…………..…141 
3.3.1. Caracterización tecnológica de las cepas…………………………………………..141 
3.3.2. Ensayos de fermentación………………………………………………..…………………...147 
3.3.2.1. Diseño de los cultivos iniciadores……………………………………………147 
3.3.2.2. Evolución de las fermentaciones y seguimiento de los cultivos 
inoculados…………………..………………………………………………………………..148 
 3.3.4. Análisis sensorial………………………………………………….………………………………..154 
3.4. CONCLUSIONES…………………………………………………..…………………………………………..157 
CAPÍTULO 4. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE IMPLANTACIÓN A ESCALA 
INDUSTRIAL DE CULTIVOS INICIADORES SELECCIONADOS PARA LA 
ELABORACIÓN DE BERENJENAS DE ALMAGRO…………………………………………………….159 
4.1. INTRODUCCIÓN…………………………………..………………………….…………………..…………..161 
4.2. MATERIAL Y MÉTODOS……………………………………………………………..……………………162 
4.2.1. Cultivos utilizados………………………………………………………………..………………..162 
4.2.2. Diseño experimental…………………………………………………………..……………..….162 
4.2.3. Evolución de la fermentación……………………………………………………………...164 
4.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN……………………………………………………………………………165 
CAPÍTULO 5. ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD GENÉTICA DE LA MICROBIOTA 
LÁCTICA QUE PARTICIPA EN LA FERMENTACIÓN DE BERENJENAS DE ALMAGRO 
EN DISTINTAS EMPRESAS ELABORADORAS  Y EN DISTINTAS CAMPAÑAS……..….169 
5.1. INTRODUCCIÓN………………………………………….……………………………………………………171 
5.2. MATERIAL Y MÉTODOS…………………………………………………….…………………………….173 
5.2.1. Toma de muestras……………………………………………………………….....................173 
5.2.2. Análisis de las salmueras……………………………………………………………….........174 
Índice 
5.2.2.1. Análisis químico…………………………………………………………………………174 
5.2.2.2. Análisis microbiológico …………………………………………………………...174 
5.2.3. Obtención de aislados de bacterias lácticas………………………………………174 
5.2.4. Caracterización genotípica (genotipado)………………………………………….175 
5.2.5. Identificación de los aislados de bacterias lácticas……………….…………..176 
5.2.6. Análisis sensorial……………………………………………………………………………………178 
5.2.7. Análisis estadístico……………………………………………………………………………….179 
5.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN……………………………………………………………….....………180 
5.3.1. Estudio de la diversidad genética de la microbiota láctica presente en 
las salmueras de tres empresas elaboradoras…….………………..…………..180 
5.3.1.1. Análisis químico.. ………………………………………………………..…………….180 
5.3.1.2. Análisis microbiológico y obtención de aislados de bacterias 
lácticas ……………………………………………………………………………………….182 
5.3.1.3. Genotipado de los aislados………………………………………………………185 
5.3.1.4. Análisis sensorial………………………………………………………………………..198 
5.3.2. Estudio comparativo de la microbiota que participa en la 
fermentación espontánea de las Berenjenas de Almagro en 
diferentes campañas……………………………………………………………………………199 
5.3.2.1. Análisis químico y microbiológico de las salmueras……………..199 











El proceso tecnológico de elaboración de Berenjenas de Almagro en las 
empresas acogidas a la IGP, ha sido descrito en detalle en la introducción de 
esta memoria. Sin embargo, es necesario indicar que, aunque en esencia éste es 
muy similar en las diferentes empresas, se producen variaciones que pueden 
afectar sustancialmente al proceso y, en definitiva, a las características del 
producto obtenido.  
En un estudio de tipificación de la Berenjena de Almagro realizado por 
Ballesteros (1996), se encontraron diferencias significativas en algunas 
características físicas (textura), químicas y sensoriales en las Berenjenas de 
Almagro comercializadas, lo que a criterio de este autor resulta del todo 
inaceptable para el consumidor especialmente cuando, como ocurre en este 
caso, se trata de un producto acogido a una IGP. Ballesteros en ese trabajo 
indicaba que el origen de estas diferencias podría ser la participación de una 
arte microbiota diferente en la fermentación lo que ha sido al menos en p
corroborado en el estudio descrito en el capítulo anterior.  
Hasta el momento de iniciar este trabajo, los estudios realizados en 
nuestro laboratorio para conocer la microbiota participante en la fermentación 
espontánea de la Berenjena de Almagro (Sánchez et al., 2000, 2003, 2004), se 
habían realizado utilizando muestras de salmuera tomadas de una de las 
principales industrias elaboradoras, pero no teníamos conocimiento alguno de 
lo que ocurría en otras empresas acogidas a esta IGP.  
Planteamos entonces un estudio con un doble objetivo i) conocer la 
diversidad genética de la microbiota láctica presente en la salmuera de 
fermentación de otras dos industrias elaboradoras, para compararla con 
aquella descrita por Sánchez et al. (2000) y ii) conocer la variabilidad 
existente en la composición de la microbiota láctica entre campañas en una 
misma empresa, para lo cual, se tomaron muestras de la misma en la que 
lo hicieron Sánchez et al. (2000). De este forma pretendíamos conocer si, al 
igual que ocurre en otras fermentaciones de alimentos (Marcellino et al., 
2001; Sánchez et al., 2005),  




1. LA FERMENTACIÓN 
1.1. SIGNIFICADO Y ORÍGENES 
El término fermentación deriva del latín “fervere” (hervir) y ha sido definido 
por la RAE como “un proceso de cambio con efervescencia…un estado de agitación 
o de inquietud…cualquiera de las diversas transformaciones de las sustancias 
orgánicas”.  
Aunque éste término se utilizó en sus orígenes para describir la formación 
masiva de CO2 que se producía cuando las levaduras se desarrollaban sobre un 
sustrato azucarado, actualmente define un proceso en el que un sustrato se 
transforma en un producto o productos, por la acción de los microorganismos.  
No obstante, su significado puede variar y así, desde el punto de vista 
bioquímico el término “fermentación” se refiere al mecanismo de obtención de 
energía a través del catabolismo de compuestos orgánicos ocurrido en ausencia de 
O2, mientras que en Microbiología Industrial, se trata de un concepto mucho más 
amplio y se aplica a los procesos que emplean microorganismos para obtener un 
determinado producto. 
Para que una fermentación tenga lugar se necesita por tanto de la 
presencia de un sustrato, unos microorganismos y unas condiciones físicas 
adecuadas. 
Aplicada a los alimentos, la fermentación es una técnica de conservación 
utilizada desde antiguo, que permite obtener productos con características físicas, 
químicas y organolépticas totalmente distintas de las de la materia prima de la que 
proceden. Existen referencias que indican que en muchas civilizaciones antiguas se 
consumían alimentos obtenidos por fermentación como el vino, la cerveza, las 
leches fermentadas, el pan o los encurtidos. Con el paso del tiempo, cada país ha 
desarrollado su propia tradición en la preparación y producción de alimentos 
fermentados y como muestra de ello, cabe destacar que mientras los países 
orientales prefieren el uso de los mohos para la elaboración de una gran variedad 
de leches fermentadas, en los occidentales es más frecuente el uso de bacterias y 




La fermentación aporta a los alimentos interesantes beneficios (Bourgeois y 
Larpent ,1989; Giraffa, 2004) así por ejemplo, 
•  Mejora la calidad sensorial y las características organolépticas en 
general, al modificar la textura y el aroma de los mismos.   
• Incrementa el valor nutritivo, por la síntesis de vitaminas, aminoácidos 
esenciales y proteínas y por la degradación de factores antinutricionales que 
realizan los microorganismos. 
• Aumenta la seguridad de los alimentos, al reducir la presencia de 
compuestos tóxicos como las aflatoxinas y/o los compuestos cianogénicos.  
• Proporciona estabilidad a los alimentos, por la síntesis de compuestos 
antimicrobianos que inhiben el desarrollo de microorganismos patógenos, lo que 
hace aumentar su vida útil. 
•  Es una fuente de valor añadido a la materia prima, sobre todo de los 
productos agrícolas, pues permite ampliar el periodo de suministro al mercado, 
problema importante por la corta estacionalidad de frutas y hortalizas (Hansen, 
2002; Holzapfel, 2002). 
Finalmente, hay que señalar que la fermentación requiere menor consumo 
energético que otros métodos de conservación de alimentos. 
1.2. TIPOS DE FERMENTACIÓN 
Las transformaciones más importantes de los alimentos por fermentación 
tienen como principal sustrato los carbohidratos y son fundamentalmente de tres 
tipos: la fermentación láctica, la fermentación alcohólica y la fermentación acética. 
Cada una de ellas es producida por unos microorganismos específicos, 
obteniéndose distintos productos finales. Así, mientras en la fermentación 
alcohólica se produce etanol como producto mayoritario y es realizada por las 
levaduras, en la fermentación acética se produce la oxidación del etanol a ácido 
acético y es realizada por bacterias del género Acetobacter. Por su parte, en la 
fermentación láctica se produce ácido láctico como producto único o mayoritario y 
es realizada por un grupo de bacterias denominas bacterias lácticas (BL). En ésta, 





homoláctica, que es aquella en la que a partir de una molécula de glucosa se 
producen dos moléculas de ácido láctico, y la heterofermentativa o heteroláctica 
en la que además de una molécula de ácido láctico se obtienen entre otros 
productos etanol, ácido acético y CO2. 
La conservación de los alimentos por fermentación láctica, aunque en el 
mundo occidental tiene un papel secundario con respecto a otras técnicas más 
modernas como el tratamiento térmico, la congelación o la deshidratación, 
continúa siendo, incluso en los países más desarrollados, un método muy utilizado 
para la conservación de algunos alimentos, como los vegetales o los productos 
cárnicos, y como sistema de obtención de una gran variedad de productos lácteos. 
Otras fermentaciones posibles, aunque en ocasiones indeseables, son las 
que se recogen en la Tabla 1. 
TABLA 1. Fermentaciones bacterianas que transcurren a través de la ruta glucolítica 





























Idem anterior, pero además 















Las rutas metabólicas para la fermentación de la glucosa utilizadas por los 
distintos microorganismos y sus correspondientes productos finales, se muestran 
de forma esquemática en la Figura 1. 
 
FIGURA 1. Vías metabólicas para la fermentación de la glucosa utilizadas por algunos 
microorganismos. 1: Bacterias lácticas homofermentativas; 2: Bacterias lácticas 
heterofermentativas; 3 y 4: Propionibacterium; 5: Saccharomyces spp. 6: Acetobacter  











1.2.1. Fermentación láctica de vegetales 
La mayoría de los vegetales han sido o pueden ser conservados por 
fermentación. Los más conocidos en Europa y en Estados Unidos son las aceitunas, 
de las que España es el primer productor, los pepinillos y la col fermentada (“col 
ácida” o “sauerkraut”) y, en menor grado, otros muchos como las cebolletas, las 
zanahorias, la coliflor, las berenjenas o las alcaparras.  
En su elaboración el efecto combinado de la sal y del vinagre, añadidos en 
la salmuera de fermentación, ejerce un control selectivo del crecimiento 
microbiano, favoreciendo el desarrollo de las bacterias lácticas naturalmente 
presentes en los frutos, que son las que  transforman los azúcares de los frutos en 
ácido láctico. Como consecuencia de esta fermentación se producen además 
importantes cambios en el color, la textura, el sabor y el aroma de los frutos. Así por 
ejemplo, los pepinillos pasan de tener un color verde claro pálido a verde oscuro, 
cambio producido por la transformación de las clorofilas a y b en feofórbidos y 
feofitinas, la textura pasa a ser más crujiente y menos dura, desarrollándose 
además un sabor y aroma típicos, como consecuencia de la formación de ácido 
láctico y de otros compuestos volátiles como el ácido acético.  
Un aspecto importante a tener en consideración en la fermentación de los 
vegetales es que, dado que los nutrientes necesarios para el crecimiento de las 
bacterias se encuentran en los frutos, la velocidad de crecimiento de las mismas y 
por consiguiente del proceso, va a depender de la velocidad de difusión de estos 
nutrientes a la salmuera. Este hecho puede hacer pensar que la fermentación tiene 
lugar exclusivamente en la salmuera, lo que ha sido desmentido por algunos 
autores como Montaño et al. (1992), quienes han comprobado que ésta ocurre 
simultáneamente en el interior de los frutos y en la salmuera. La estructura 
histológica del producto influirá notablemente en la velocidad de la fermentación y 
en el tipo de microorganismos involucrados (Daeschel et al., 1987). Así por ejemplo 
las levaduras, al ser células de mayor tamaño, no pueden atravesar los estomas, 
motivo por el que se han encontrado casi exclusivamente en la salmuera, mientras 
que las bacterias se han encontrado en ambas localizaciones. 






1.2.1.1. Fermentación espontánea  
Es la que utiliza de forma mayoritaria la industria del sector. En ésta, los 
frutos frescos previamente acondicionados y escaldados, son colocados en 
recipientes adecuados donde se añade una salmuera de diferente composición 
según el tipo de producto a elaborar, iniciándose entonces la fermentación. La 
microbiota epifítica de los frutos, que en estado fresco es numerosa y variada 
incluyendo BL y otros microorganismos, algunos de ellos potencialmente 
peligrosos como Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter (Etchells et al., 1975), es la 
responsable de la fermentación.  
La velocidad y la extensión del crecimiento de las distintas especies 
microbianas durante la fermentación, y por consiguiente del proceso, dependerán 
tanto del tipo de producto como de las condiciones ambientales que concurran en 
el mismo, siendo la temperatura, la concentración de sal en la salmuera, la 
presencia de compuestos inhibidores naturales y el contenido en carbohidratos 
fermentables de los frutos, los factores más influyentes.  
En la fermentación láctica espontánea de los vegetales se diferencian hasta 
4 etapas (Fleming, 1982):  
1. Inicio o iniciación 
En ésta se desarrollan todo tipo de bacterias, Gram (+) y Gram (-), que 
proceden tanto de la materia prima como de los materiales utilizados, bidones, 
cajas, etc. Si bien, la adición a la salmuera de algunos ingredientes como el vinagre, 
contribuye al control del crecimiento de algunas bacterias indeseables como las 
enterobacterias. 
Un factor de gran importancia que debe ser controlado en esta etapa es la 
velocidad de acidificación, ya que influirá notablemente en la calidad del producto 
final obtenido. 
Al final de esta etapa, cuya duración varía con las condiciones ambientales, 
aparecen las bacterias lácticas. Su crecimiento ocasiona una acidificación 





2. Fermentación primaria 
En ésta existe un claro predominio de las bacterias lácticas aunque también 
pueden aparecer levaduras fermentativas. 
Los principales factores que gobiernan la composición y la secuencia de 
aparición de las distintas especies de BL a lo largo de esta etapa son: 1) la 
composición inicial de la población microbiana del producto, 2) la velocidad de 
crecimiento en la salmuera utilizada, que dependerá a su vez de las condiciones 
químicas (acidez y concentración de sal) y ambientales (temperatura) de ésta, y 3) 
la tolerancia a la acidez de las mismas. 
En términos generales, es frecuente encontrar una mezcla de especies 
homo y heterofermentadoras, entre las que predominan Leuconostoc (Ln.) 
mesenteroides (heterofermentadora), Lactobacillus (L.) brevis 
(heterofermentadora), Pediococcus (P.) pentosaceus (homofermentadora) y L. 
plantarum (homofermentadora) (Pederson, 1979). La especie L. plantarum, por su 
mayor ácido-tolerancia, es la que habitualmente se aísla al final de la fermentación 
primaria aunque esto depende del tipo de producto. 
El final de la fermentación primaria viene dado por la inhibición de la 
microbiota láctica, producida como consecuencia del agotamiento de los azúcares 
y del notable descenso del pH de la salmuera, debido a la presencia de los ácidos 
láctico y acético. En este sentido, la capacidad tamponante de la salmuera y el 
contenido en carbohidratos fermentables de los frutos, son dos de los factores que 
más influyen en la extensión de esta etapa de fermentación primaria. La utilización 
de salmueras con gran capacidad tamponante, como aquellas que llevan acetato 
cálcico, permite prolongar la duración de esta fase y el consiguiente agotamiento 
de los azúcares, lo que evitará el posterior crecimiento de microorganismos poco 
deseables como las levaduras (Fleming et al., 1978). 
3. Fermentación secundaria 
Ésta se caracteriza por el crecimiento de levaduras fermentativas ácido-
tolerantes, que utilizan la materia fermentable que pudiera quedar en la salmuera 





El crecimiento de éstas, puede ocasionar algunos defectos en el producto, 
como por ejemplo un hinchamiento excesivo o la formación de cavidades o huecos 
interiores por el CO2 y el H2 producidos, defectos de especial importancia en los 
pepinillos. Algunas levaduras fermentativas como las pertenecientes al género 
Saccharomyces, pueden también producir un ablandamiento del vegetal, al 
producir enzimas pectinolíticos que modifican los constituyentes pécticos de los 
frutos (Vaughn, 1985). Por último indicar que algunas de estas levaduras son 
capaces de utilizar el ácido láctico formado en las etapas anteriores, lo que 
ocasiona un aumento del pH de la salmuera, favoreciéndose el desarrollo de otros 
microorganismos también indeseables (Montaño et al., 1992).  
4. Post-fermentación
En esta última etapa, y como consecuencia de una contaminación 
ambiental, especialmente si la superficie de la salmuera está expuesta al aire, puede 
producirse un rápido crecimiento de levaduras, mohos oxidativos e incluso 
bacterias esporuladas que ocasionan un gran deterioro de los productos. 
La Tabla 2 resume los microorganismos participantes en las diferentes 
etapas de la fermentación espontánea de los vegetales. 
Tabla 2. Sucesión de especies microbianas en las distintas etapas de la fermentación 
espontánea de los vegetales 
ETAPA MICROORGANISMOS 
Inicio Bacterias Gram (+) y Gram (-) 
Fermentación primaria Bacterias lácticas y levaduras 
Fermentación secundaria Levaduras 
Post-fermentación Levaduras, mohos y bacterias esporuladas 
La fermentación espontánea, a pesar de ser la más utilizada en la 
elaboración de encurtidos, presenta algunos inconvenientes que limitan el 
rendimiento del proceso y pueden afectar a la calidad del producto final. En primer 
lugar, es difícil predecir el curso de la fermentación, ya que depende de numerosos 
factores, muchos de ellos incontrolables. De una parte, la carga microbiana del 




correcta evolución de la fermentación es decisiva. Por otra, la temperatura 
ambiental en la época de elaboración, puede ser desfavorable para el crecimiento 
de la microbiota natural, lo que puede suponer la paralización o incluso la no 
iniciación de la fermentación.  
1.2.1.2. Fermentación dirigida: uso de cultivos iniciadores o 
“starters”  
Actualmente, la mayor parte de las fermentaciones industriales son 
procesos dirigidos en los que se añaden de forma deliberada cultivos de 
microorganismos específicos llamados cultivos iniciadores o “starters”. Estos podrían 
ser definidos como “preparaciones microbianas que contienen un elevado número 
de células de al menos un microorganismo y que se añaden para acelerar y 
conducir la fermentación de un alimento” (Leroy y De Vuyst, 2004). Las ventajas de 
su uso no se limitan a la reducción del tiempo de fermentación, sino que además 
disminuyen la probabilidad de que se produzcan alteraciones y permiten la 
obtención de productos de mejor calidad organoléptica, más estables y 
homogéneos. Su utilización garantiza que las características organolépticas y la 
calidad higiénico-sanitaria del producto obtenido serán las adecuadas, aspectos 
con importantes repercusiones económicas (Smith y Palumbo, 1981 y 1983).  
Ross et al. (2002) utilizan el término “biopreservación” para designar la 
prolongación de la vida útil de un alimento y la mejora de su calidad sanitaria, 
derivadas de la utilización de microorganismos y/o sus metabolitos. En este sentido 
es bien conocido que además de su función tecnológica, los microorganismos 
utilizados como cultivos iniciadores son seleccionados, entre otras razones, por 
producir un amplio rango de compuestos antimicrobianos, que inhibirán el 
crecimiento de microorganismos alterantes y/o patógenos potencialmente 
presentes en los alimentos (Lindgren y Dobrogosz, 1990; Stiles, 1996).  
Por todo ello, actualmente la industria alimentaria relacionada con la 
producción a gran escala de productos fermentados, utiliza casi exclusivamente 
cultivos iniciadores que contienen cepas definidas, que han reemplazado a las 
viejas prácticas de fermentación basadas en el “pie de cuba” o en el empleo de 





Este hecho ha propiciado la utilización intensiva de unas pocas cepas con 
excelentes cualidades, lo que no es del todo recomendable porque ocasiona 
problemas como los de pérdida de biodiversidad en los correspondientes nichos 
ecológicos o los causados en la industria láctea por la presencia de bacteriófagos 
(Klaenhammer y Fitzgerald, 1994). En los últimos años la Unión Europea ha 
manifestado un creciente interés por preservar la biodiversidad de los 
microorganismos involucrados en la producción de alimentos fermentados 
tradicionales (EC, 1999), amenazada por el uso extendido de cultivos iniciadores. 
El diseño de cultivos iniciadores para la fermentación de alimentos es un 
complejo proceso que requiere 1) un estudio ecológico de los ecosistemas 
naturales de fermentación para conocer la microbiota presente en los mismos 
(Vogel et al., 2002), ya que las cepas allí presentes serán las mejor adaptadas a las 
condiciones del medio y 2) el estudio de las propiedades tecnológicas y fisiológicas 
de las cepas predominantes, para seleccionar aquellas que presenten las mejores 
propiedades para ser utilizadas a nivel industrial (Quiberoni et al., 1998). Las 
propiedades deseables en estas cepas dependerán del tipo de producto a elaborar, 
y han sido descritas para aquellas utilizables en la elaboración de productos lácteos 
(Quiberoni et al., 1998), cárnicos (Erkkilä et al., 2001) y vegetales (Daeschel y 
Fleming, 1984; Daeschel et al., 1987). Finalmente, habrá que estudiar la capacidad 
de implantación de las cepas seleccionadas en el proceso industrial, para lo que 
será necesario utilizar técnicas de caracterización como las moleculares, con gran 
capacidad discriminante a la vez que metodológicamente sencillas (Ramos y 
Harlander, 1990), para hacer un seguimiento de las cepas inoculadas (Garriga et 
al., 1996; Quiberoni et al., 1998; Mora et al., 2000; Blaiotta et al., 2001; Cocolin et 
al., 2001; Marcellino et al., 2001; Brennan et al., 2002). 
Las características deseables en los cultivos iniciadores que vayan a ser 
utilizados en la fermentación de productos vegetales son básicamente las 
siguientes:  
• Capacidad acidificante. Una rápida producción de ácidos hará 
descender el pH de la salmuera, lo que inhibirá el crecimiento de microorganismos 




• Osmotolerancia (tolerancia a la sal), variando en este caso las exigencias 
en función del producto a elaborar. 
• La Tª de crecimiento óptima de la cepa utilizada debe ser próxima a la Tª 
ambiente del lugar de fabricación, lo que permitirá una adecuada velocidad del 
proceso. Siempre será deseable que las cepas seleccionadas tengan además una 
tasa de crecimiento lo más alta posible a temperaturas por debajo de su óptimo, ya 
que muchos de estos procesos se llevan a cabo a temperatura ambiente y en 
ocasiones ésta es baja. 
• Elevado poder fermentativo, lo que permitirá un consumo total de la 
materia fermentable en el menor tiempo posible con el mayor rendimiento. 
• Baja producción de dióxido de carbono. 
• Facilidad de sedimentación o floculación. 
• Resistencia a los bacteriófagos y a inhibidores, tanto procedentes del 
fruto como de otros microorganismos. 
• Mínimos requerimientos nutritivos. 
• Capacidad para producir metabolitos inhibidores del crecimiento de 
otros microorganismos (peróxido de hidrógeno y/o bacteriocinas entre otros) lo 
que favorecerá su implantación en el proceso. Los importantes beneficios que el 
uso de cepas productoras de bacteriocinas puede reportar en la producción de 
alimentos fermentados, ha hecho que esta sea una de las características más 
buscadas en las cepas que vayan a formar parte de un cultivo iniciador (McMullen y 
Stiles, 1996; Muriana, 1996). 
•  Los productos obtenidos deben tener características organolépticas 
aceptables y propias. 
•  Capacidad para incrementar el valor nutritivo del vegetal. 
• Preferiblemente, podrán ser conservados por congelación o liofilización, 
sin que se vean afectadas sus propiedades ni se ocasionen pérdidas en su actividad, 





Además de estas, deben ser consideradas otras características más 
generales como:  
• La seguridad, ya que en todos los casos debe tratarse de 
microorganismos considerados GRAS (Generally Recognized As Safe). Dentro de 
este apartado, es importante verificar que no presenten resistencias a los 
antibióticos transferibles (EC, 2003), ya que podrían entonces convertirse en 
potenciales reservorios para la transmisión de estas resistencias a través de la 
cadena alimentaria (Teuber y Perreten, 2000). 
•  La competitividad tecnológica. Los microorganismos añadidos deben 
ser capaces de llegar a predominar sobre la microbiota espontánea y desarrollar su 
actividad metabólica en las condiciones físico-químicas (salinidad, acidez, 
temperatura) bajo las cuales se elabora el producto y por último, 
• La viabilidad económica. El procedimiento de obtención de estos 
cultivos iniciadores debe ser económicamente viable. 
En la fermentación de vegetales, y a pesar de las ventajas anteriormente 
mencionadas, la utilización de cultivos iniciadores no está muy extendida por 
diversas razones: 
 La propia complejidad del proceso fermentativo no ha permitido 
conocer en profundidad la importancia relativa de cada microorganismo en el 
mismo, lo que ha hecho difícil el diseño de un cultivo iniciador. 
 La fermentación espontánea transcurre por lo general y siempre que la 
materia prima se procese correctamente, sin mayores problemas. 
 La utilización como inóculo de salmuera “madre” en estado óptimo de 
fermentación, da normalmente buenos resultados. 
 El tratamiento térmico necesario para eliminar la microbiota natural del 
vegetal, es costoso y en ocasiones imposible de llevar a cabo, al no disponer las 
industrias de las instalaciones necesarias. 
 La tecnología que utiliza la industria de encurtidos no es la más 




Algunos autores han descrito la utilización de cultivos iniciadores en la 
elaboración de pepinillos (Etchells et al., 1973; Fleming, 1982; Rodrigo et al., 1984 y 
1985), col fermentada (Christ et al., 1980; Leclaire, 1981; Giesschner et al., 1982; 
Kandler, 1983a) y aceitunas (Balatsouras et al., 1983; Ruiz Barba et al., 1994).  
2. LAS BACTERIAS LÁCTICAS 
2.1. CARACTERÍSTICAS GENERALES Y DE CULTIVO 
Desde la antigüedad (3200 a.C.) existen referencias de la existencia de 
leches fermentadas, si bien la primera descripción de la participación de bacterias 
en éstas y otras fermentaciones se debe a Louis Pasteur, quién en el año 1857 las 
considera responsables del agriado del vino y de la cerveza. En el año 1873, Lister 
aísla y purifica a “Bacterium lactis” (actual Lactococcus lactis) a partir de leche ácida 
(Stiles y Holzapfel, 1997) y algunos años más tarde, en 1890, se introduce, casi 
simultáneamente en Dinamarca y Alemania por los científicos Weigmann y Storch 
respectivamente, el uso de estas bacterias como cultivos iniciadores para la 
fermentación de la leche.  
Tradicionalmente bajo la denominación de “bacterias lácticas”, se han 
incluido un grupo de bacterias con una gran diversidad morfológica y fisiológica, 
cuya característica principal es la de ser capaces de producir ácido láctico como 
metabolito final mayoritario (al menos un 50%) de la fermentación de los hidratos 
de carbono (Orla-Jensen, 1919; Sharpe, 1979). Kandler y Weiss (1986) las definen 
como “bacterias Gram positivas, no esporuladas, catalasa negativo, inmóviles, de 
morfología celular cocoide o bacilar, con la característica principal de ser 
estrictamente fermentativas y producir como compuesto final de dicha 
fermentación ácido láctico, como producto único o mayoritario. Además son 
microaerófilas o anaerobias facultativas, incapaces de sintetizar citocromos,  
acidúricas o acidófilas y no reductoras de los nitratos”. 
Axelsson (1998) indica que no existe una definición inequívoca para un 
grupo tan heterogéneo desde el punto de vista taxonómico, ya que aunque la 
mayoría de las especies que lo integran cumplen las características anteriormente 





excepciones, y así por ejemplo en medios ricos en sangre, algunas pueden 
presentar actividad catalasa o pseudocatalasa, mostrándose como catalasa (+). 
Poseen además una gran especificidad fisiológica y sus requerimientos 
nutricionales son complejos, motivo por el que las BL se encuentran en la 
naturaleza asociadas a habitats ricos en nutrientes, como son algunos alimentos, 
leche, carnes y vegetales, la boca, el intestino, la vagina, etc. en los que son 
consideradas “inquilinos” habituales. 
Por este motivo su cultivo en el laboratorio requiere de medios muy ricos 
que contengan diversos factores de crecimiento, como vitaminas del grupo B, 
aminoácidos preformados, péptidos y bases púricas y pirimidínicas, que resultarán 
por ello poco selectivos, como el MRS (Man et al., 1960), el agar Rogosa (Rogosa et 
al., 1951) o el agar sangre. Además, hay que tener en consideración que las BL 
utilizan los azúcares sólo como fuente de energía, mientras que el carbono 
necesario para el crecimiento lo toman de los aminoácidos (Parés y Juárez, 1997).  
Con respecto al pH de crecimiento hay que indicar que aunque toleran 
bien los pHs ácidos, a medida que el medio se va acidificando como consecuencia 
de su crecimiento, disminuye el número de especies que son capaces de sobrevivir. 
La mayoría crecen e incluso prefieren pHs comprendidos en el intervalo entre 4,0 y 
4,5, aunque puede encontrarse algún género o especie capaz de crecer a pH 3,9, 
como L. plantarum o L. brevis (Samelis et al., 1994) y otros que lo hacen a pHs 
comprendidos entre 9,2 y 9,6 como las especies Streptococcus lactis y 
Streptococcus thermophilus o aquellas del género Carnobacterium (Larpent, 1995; 
Axelsson, 1998). 
Las bacterias de este grupo pueden agruparse atendiendo a su 
temperatura óptima de crecimiento en: 
• Especies mesófilas, cuya temperatura óptima está comprendida en el 
intervalo de 22 a 34 ºC. En este se incluyen la mayoría de las especies de todos los 
géneros. 
• Especies termófilas, con una temperatura óptima entre los 37 ºC y los 45 




bavaricus, que se utiliza en la fabricación del yogurt, y algunas del género 
Streptococcus como S. thermophilus.  
Por último, en cuanto a la tolerancia al oxígeno destacar que aunque por 
definición son especies microaerófilas, es decir sólo van a crecer bien con bajas 
presiones parciales de oxígeno, son generalmente aerotolerantes y la mayoría 
crecen mejor en atmósferas con un 5-10% de CO2. Sólo algunas especies como L. 
ruminis y L. vitulinus, que se encuentran en el intestino de los animales, son 
anaerobias estrictas (Kandler y Weiss, 1986). 
2.2. TAXONOMÍA DEL GRUPO 
Los primeros intentos de clasificar taxonómicamente las BL se deben a 
Orla-Jensen (1919) quien, basándose en la morfología y la disposición celular y en 
criterios fisiológicos tales como, el tipo de metabolismo fermentativo de la glucosa, 
el tipo de isómero del ácido láctico producido y la capacidad para desarrollarse a 
10 y a 45 ºC, clasificó a aquellas de morfología bacilar en los géneros: 
Betabacterium, Thermobacterium, Streptobacterium y Microbacterium, y a las de 
morfología cocoide en los géneros: Streptococcus, Betacoccus y Tetracoccus.  
Esta primera clasificación ha sufrido diversas modificaciones con el paso de 
los años. En la edición del Bergey´s Manual of Determinative Bacteriology del año 
1986, las bacterias con las características anteriormente descritas se incluyeron en 
los géneros Lactobacillus, Erysipelothrix, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, 
Aerococcus y Gemella. A su vez, las especies del género Lactobacillus (Kandler y 
Weiss, 1986) fueron distribuidas en tres grupos dependiendo de que poseyeran o 
no las enzimas fructosa-1,6-difosfato aldolasa y fosfocetolasa, enzimas claves del 
metabolismo homo y heterofermentativo, respectivamente. El grupo I comprendía 
a los lactobacilos homofermentativos obligados, el grupo II a los lactobacilos 
heterofermentativos facultativos y el grupo III a los lactobacilos heterofermentativos 
obligados.  
En los últimos años, el desarrollo y la aplicación de técnicas bioquímicas y 
moleculares sofisticadas, como la determinación de la composición de bases 
guanina-citosina del ADN (mol% G+C), la hibridación de los ácidos nucleicos 





Así pues, considerando como características definitorias de las BL: la 
respuesta positiva a la tinción Gram, la incapacidad de esporular, el carácter 
microaerófilo o anaerobio facultativo, la ausencia de citocromos, la de ser catalasa 
sensu stricto negativas, la capacidad para producir ácido láctico como metabolito 
final mayoritario de la fermentación de los hidratos de carbono, el poseer un 
contenido G+C inferior al 55 mol% y la de tener una estrecha relación con los 
alimentos, se establece que el grupo de las BL está constituido por los géneros: 
Lactobacillus (L.), Carnobacterium (C.), Streptococcus (S.), Lactococcus (Lc.), 
Vagococcus (V.), Enterococcus (E.), Leuconostoc (Ln.), Oenococcus (O.), 
Pediococcus (P.), Weissella (W.) y Tetragenococcus (T.). La Tabla 3 muestra las 
principales características fenotípicas de estos géneros. 
Collins et al. (1993) constituyen el género Weisella con especies 
heterofermentadoras que habían pertenecido a los géneros Lactobacillus o 
Leuconostoc y Dicks et al. (1995) proponen que la especie Leuconostoc oenos 
alcance la categoría de género pasando a denominarse Oenococcus, siendo hasta 
el momento monoespecífico (Oenococcus oeni ). 
en la taxonomía de las BL, la mayoría de los cuales aparecen reflejados en la 9ª 
edición del Bergey´s Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994). Así 
por ejemplo, esta edición recoge la división del género Streptococcus en tres 
géneros filogenéticamente distintos: Streptococcus sensu stricto, Enterococcus y 
Lactococcus. Los estreptococos móviles, incluidos anteriormente en el género 
Lactococcus, forman parte ahora de un nuevo género el Vagococcus (Collins et al., 
1989), de igual forma que, algunas especies del género Lactobacillus, han pasado a 
formar un nuevo género el Carnobacterium (Collins et al., 1987). La especie 
Pediococcus halophilus también ha pasado a formar parte de un nuevo género 
denominado Tetragenococcus (Collins et al., 1990). 
El género Bifidobacterium aunque tradicionalmente incluido en este grupo 
por producir ácido láctico a partir de la glucosa, está filogenéticamente más 
próximo al grupo de los actinomicetos, por lo que ha sido excluido del grupo de las 















TABLA 3. Características fenotípicas de las bacterias lácticasa (Fuente: Axelsson, 1998). 
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a+, positivo; −, negativo; ± respuesta variable según especies; ND, no determinada. 
bWeissella también puede tener forma bacilar. 
cHomo o heterofermentación de la glucosa: negativo y positivo indican homofermentación y heterofermentación, respectivamente. 
dConfiguración del ácido láctico producido a partir de la glucosa. 
ePequeñas cantidades de CO2 pueden ser producidas, dependiendo del medio. 
fCrecimiento negativo en 8% de NaCl. 





Las bacterias lácticas tienen un metabolismo complejo y diverso lo que les 
permite adaptarse a situaciones cambiantes, aunque las condiciones de cultivo 
impuestas cuando se trabaja con ellas en el laboratorio limitan sin duda sus 
posibilidades (Axelsson, 1998). 
Como se ha indicado anteriormente, la característica esencial del 
metabolismo de las bacterias lácticas es la producción de ácido láctico como 
principal metabolito de la fermentación de los carbohidratos, si bien dependiendo 
del sustrato disponible producirán además otros compuestos. 
El estudio del metabolismo de las bacterias lácticas suele hacerse 
atendiendo al tipo de sustrato, habiéndose establecido dos grandes grupos: 
• El de los azúcares y compuestos relacionados, donde se incluyen los 
ácidos orgánicos y, 
• El de los compuestos nitrogenados 
2.3.1. Metabolismo de los azúcares y compuestos 
relacionados  
Las bacterias lácticas tienen una gran capacidad para degradar diferentes 
carbohidratos y otros compuestos relacionados, siendo los azúcares el mejor 
sustrato para su crecimiento.  
La Figura 2 muestra un esquema de las rutas metabólicas comúnmente 
utilizadas para la fermentación de estos compuestos.  
Las dos más importantes son: 
A) Glucolisis o vía de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) (A en la Figura 2). Es 
la ruta a través de la cual las especies denominadas homofermentadoras, en 
condiciones de crecimiento estándar (concentraciones no limitantes de glucosa, 
disponibilidad de factores de crecimiento, vitaminas, aminoácidos y precursores de 
ácidos nucleicos, y cantidad de oxígeno limitada), metabolizan las hexosas 
produciendo dos moles de ácido láctico y dos moles de ATP por mol de hexosa 




fermentada, sin producción neta de poder reductor. El enzima clave en esta ruta es 
la fructosa-1,6-difosfato aldolasa. Estas especies carecen de los enzimas glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa y 6-fosfogluconato deshidrogenasa y por ello son 
incapaces de fermentar las pentosas o el gluconato.  
Además de la glucosa, otras hexosas que también son fermentadas a través 
de esta vía por algunas BL son la fructosa y la manosa que entran a nivel de la 
glucosa-6P o de la fructosa-6P, después de una isomerización y/o fosforilación. 
B) Ruta del 6-fosfogluconato/fosfocetolasa (6-PG/PK) (B en la Figura 2). En 
ésta se producen, además de ácido láctico, cantidades significativas de otros 
productos como etanol, acetato o CO2, motivo por el que se conoce como ruta 
heterofermentativa. El rendimiento energético de esta reacción es un mol de ATP y 
3 moles de NADH por mol de hexosa fermentada. Para recuperar el equilibrio 
redox de la reacción y, en ausencia de aceptores de electrones alternativos, será 
necesaria 1) la reducción del piruvato a lactato, reacción en la que se oxida uno de 
los moles de NADH y 2) que el acetíl-fosfato se reduzca a etanol. En presencia de 
aceptores de electrones alternativos, se formará ácido acético en lugar de etanol 
como producto final. 
La fructosa puede ser metabolizada a través de esta ruta de forma análoga 
a la glucosa y puede también actuar como aceptor de electrones en la oxidación 
del NADH, reduciéndose entonces gran parte de la misma a manitol. La reacción 
que sucede es la siguiente: 






FIGURA 2. Principales rutas de transporte y metabolismo de azúcares utilizadas por las 
bacterias lácticas. (A) Fermentación homoláctica (glucolisis o vía de Embden-Meyerhof-Parnas); (B) 
Fermentación heteroláctica (ruta del 6-fosfogluconato/fosfocetolasa); (C) ruta de la tagatosa-6-fosfato; (D) 
ruta de Leloir. Las enzimas numeradas son: 1, β-galactosidasa; 2, fosfo-β-galactosidasa; 3, galactosa-6P 
isomerasa; 4, tagatosa-6P quinasa; 5, tagatosa 1,6-diP aldolasa; 6, triosa-P isomerasa; 7, glucoquinasa; 8, 
glucosa-6P isomerasa; 9, fosfofructoquinasa; 10, 1,6-diP-aldolasa; 11, galactoquinasa; 12, glucosa-6P 
deshidrogenasa; 13, gluconato-6P deshidrogenasa; 14, ribulosa-P epimerasa; 15, fosfocetolasa; 16, 
gliceraldehído-P deshidrogenasa; 17, lactato deshidrogenasa; 18, acetaldehído deshidrogenasa; 19, 
alcohol deshidrogenasa. 




Las especies heterofermentativas pueden a su vez ser facultativas o 
estrictas. Las primeras metabolizan las hexosas por la vía de Embden-Meyerhof y 
además son capaces de transformar las pentosas en lactato y acetato, al poseer una 
fosfocetolasa inducida por la presencia de pentosas (Kandler, 1983b). Esta ruta es 
utilizada por un grupo de lactobacilos denominados tradicionalmente 
Streptobacterium (Orla-Jensen, 1919). Por el contrario, las heterofermentativas 
estrictas van a producir por cada mol de glucosa, un mol de ácido láctico, un mol 
de etanol o acetato y un mol de CO2, siendo también capaces de fermentar las 
pentosas produciendo ácido láctico y acético. 
Puede concluirse que las diferencias entre las BL homo y 
heterofermentativas, en lo que a productos finales de la fermentación se refiere, 
son consecuencia de diferencias básicas de tipo genérico y fisiológico. Las 
homofermentativas poseen los enzimas fructosa 1,6-difosfatoaldolasa y hexosa-
isomerasa que no tienen las heterofermentativas, mientras que éstas últimas 
poseen una fosfocetolasa, de la que carecen las primeras. 
El rendimiento energético de ambas rutas es también claramente diferente. 
Las bacterias homofermentativas son capaces de extraer doble cantidad de energía 
de la fermentación de la glucosa que la que genera la ruta heterofermentativa. Del 
mismo modo, que la cantidad de ácidos producida es mayor en la ruta 
homofermentativa que en la heterofermentativa. 
Además de las diferencias fisiológicas comentadas, hay que tener en 
consideración que las condiciones de crecimiento pueden alterar 
significativamente los productos finales formados. Estos cambios pueden 
producirse por la alteración del metabolismo del piruvato y/o por el uso de otros 
aceptores de electrones externos, como el O2 o algunos compuestos orgánicos 
(Axelsson, 1998). 
Otros azúcares que también pueden ser fermentados son la galactosa y la 
lactosa. Para la fermentación de la galactosa existen dos sistemas de transporte, 
uno dirigido por una fosfotransferasa dependiente del fosfoenolpiruvato (PEP-PTS) 
y otro que utiliza una permeasa. En el primer caso (C en la Figura 2), la galactosa-6P 




gliceraldehído-3-fosfato (GAP). En el segundo (D en la Figura 2), el azúcar después 
de la fosforilación entra en la glucolísis a través de la denominada ruta de Leloir. 
Al igual que para la galactosa, en el transporte de la lactosa pueden 
también estar implicados dos mecanismos: uno de transporte activo a través de 
una permeasa y el sistema PEP-PTS. El sistema permeasa está presente en algunas 
bacterias termófilas (S. salivarus subsp. termophilus, L. delbrueckii subsp. lactis y L. 
delbrueckii subsp. helveticus) y en los leuconostocs, mientras que el segundo es 
propio de los lactococos. En el transporte activo, la lactosa no sufre cambio alguno 
en el transporte y es posteriormente hidrolizada por una β-galactosidasa (β-gal) a 
galactosa, que se incorpora a la ruta de Leloir, y a glucosa que puede entrar tanto a 
la ruta homofermentativa como a la heterofermentativa (Kandler, 1983b; Fox et al., 
1990). En el sistema PEP-PTS la lactosa es fosforilada durante el transporte y entra 
en la célula como lactosa fosfato. Ésta es posteriormente hidrolizada por una fosfo-
β-galactosidasa (P-β-gal) a glucosa, que entra a la glucolísis a través de la vía 
homofermentativa, y a galactosa-6P, que lo hace a través de la ruta de la tagatosa-
6P (De Vos y Vaughan, 1994; Axelsson, 1998). Los sistemas para el metabolismo de 
la lactosa de Lc. lactis y L. casei son los mejor conocidos. 
Con referencia al ácido láctico producido, hay que indicar que existen dos 
posibles isómeros, el D(-) y el L(+), cuya formación depende de que el enzima que 
lleve a cabo la reducción del piruvato a lactato sea la D-lactato o la L-lactato 
deshidrogenasa. Las especies de bacterias lácticas pueden producir sólo uno de los 
isómeros o una mezcla de ambos y tiene importancia taxonómica el tipo de 
isómero producido. Cuando se producen ambos enzimas, éstos suelen tener 
distinta actividad, lo que da lugar a un exceso de uno de los isómeros y raramente 
se produce una mezcla racémica (Fleming et al., 1985).  
El isómero L(+) es conocido como el “isómero fisiológico” ya que al ser 
similar al encontrado en el organismo humano, es mejor asimilado o más 
rápidamente metabolizado (Montaño et al., 1992). Este hecho propició que el 
Comité de Expertos de la FAO/WHO en el año 1974, recomendara la eliminación 
del isómero D(-) en los alimentos para niños. La importancia del tema hizo que se 
investigara acerca de la utilización de cepas que produjeran sólo este isómero en la 
elaboración de alimentos, investigaciones que llevaron al aislamiento de la especie 




L. bavaricus, que ha sido utilizada en la elaboración a escala industrial de productos 
como el “sauerkraut” y las leches fermentadas. 
Respecto al metabolismo de los sustratos carbonados es interesante 
destacar que las bacterias lácticas son capaces de degradar con cierta facilidad 
algunos ácidos orgánicos como el málico, el cítrico y el tartárico. 
El ácido málico es un compuesto que se encuentra en cantidades 
importantes en los productos vegetales y en el vino, y es un sustrato común para 
algunas especies de este grupo que lo transforman en láctico y CO2, proceso que 
se denomina “fermentación maloláctica”. El enzima que cataliza dicha reacción 
recibe el nombre de enzima maloláctica. Esta fermentación tiene una gran 
importancia en el proceso de vinificación contribuyendo en gran medida a la 
formación del gusto y del aroma de los vinos. La especie más importante es 
Oenococcus oeni.  
El ácido cítrico está también presente en cantidades apreciables en la 
mayoría de los vegetales y es abundante en los productos lácteos fermentados, 
donde es considerado el principal precursor del aroma característico a 
“mantequilla”.  
En enología la formación de acetaldehído, acetoína y diacetilo, es atribuida 
al catabolismo del ácido cítrico, en el que participan las BL. El ácido cítrico es 
descompuesto en una primera reacción por el enzima citratoliasa a los ácidos 
acético y oxal-acético, y éste último en una posterior descarboxilación, en la que 
participa el enzima oxal-acetato descarboxilasa, lleva a la formación de pirúvico y 
CO2 (Fleming et al., 1985). El piruvato formado será el punto de partida de nuevas 
rutas metabólicas, que llevan a la formación de acetaldehído, acetoína y diacetilo. 
Lc. lactis subsp. lactis var. diacetylactis y Ln. mesenteroides subsp. cremoris, 
son especies particularmente importantes en la industria por su capacidad para 
producir estos compuestos a partir del citrato.  
El ácido tartárico, mayoritario en el mosto de uva y detectado también en 
vegetales aunque en cantidades poco importantes, es al igual que el málico un 
buen sustrato para el crecimiento de algunas BL. El mecanismo de degradación del 




produciéndose compuestos distintos en cada caso. Así, mientras las 
homofermentadoras forman acético, láctico y CO2, las heterofermentadoras 
forman acético, CO2 y cantidades minoritarias de ácido succínico (Radler, 1975). 
Del metabolismo de los azúcares y compuestos relacionados, puede 
concluirse que, aunque la glucólisis es por lo general la ruta metabólica más 
utilizada por las BL y los productos resultantes de la misma los que con mayor 
frecuencia se encuentran en los alimentos fermentados, éstas son capaces de 
actuar sobre otros compuestos por exigencias de sus respectivos metabolismos, 
dando lugar a una gran variedad de productos como el acetaldehído, el diacetilo, 
el 2,3-butanodiol, la propanona, o los dextranos, que van a influir notablemente en 
la textura, el gusto, el olor y el color de los alimentos y, en definitiva, en las 
propiedades organolépticas de los mismos (Poolman, 1993; Axelsson, 1998).  
2.3.2. Metabolismo de los compuestos nitrogenados 
Las BL son capaces de transformar, utilizando distintas rutas metabólicas, 
las proteínas, los péptidos y algunos aminoácidos. Éstas han desarrollado “sistemas 
proteolíticos” complejos que les permiten utilizar eficientemente las fuentes de 
nitrógeno presentes en los medios de cultivo, liberando péptidos y/o aminoácidos, 
que serán transportados a través de la membrana citoplasmática, mediante 
sistemas de transporte específicos y finalmente utilizados en el interior celular (Law 
y Kolstad, 1983). A pesar de ello, la presencia de aminoácidos preformados en el 
medio es de gran importancia para estas bacterias, dada su limitada capacidad 
para sintetizar aminoácidos a partir de fuentes de nitrógeno inorgánico (Thomas y 
Mills, 1981), además de que, como hemos indicado anteriormente, los utilizan 
como fuente de carbono (Parés y Juárez, 1997). 
Los sistemas proteolíticos de las BL son complejos por diversas razones, 1) 
por la gran variedad de proteinasas y peptidasas que los componen 2) por su difícil 
localización celular, aspecto éste que plantea serios problemas metodológicos para 
su estudio y 3) por la multiplicidad de factores que intervienen en la producción y 
actividad de los mismos. Los más estudiados y mejor conocidos, por su importancia 
tecnológica en la fermentación de la leche, son los sistemas proteolíticos de los 
lactococos (Kunji et al., 1996) y en especial el de Lc. lactis subsp. lactis, del que se 




han aislado e identificado algunas de sus proteasas y peptidasas, tanto 
extracelulares como intracelulares (Monnet y Gripon, 1994). En este, las proteasas 
se localizan en su mayor parte a nivel de la pared celular, aunque también se ha 
detectado una débil actividad intracelular, mientras que las peptidasas están 
situadas tanto en la pared, como en la membrana citoplasmática, como en el 
citoplasma. 
Por acción de las peptidasas se eliminan péptidos de pequeño tamaño, 
responsables del sabor amargo de algunos alimentos. En la última fase de la 
proteolisis se produce acumulación de aminoácidos libres, algunos de los cuales 
influyen en la textura, son una importante reserva de compuestos precursores de 
aromas y contribuyen al sabor característico de algunos alimentos. Así por ejemplo, 
la prolina está asociada con el gusto levemente dulce de los quesos suizos y la 
arginina con el sabor amargo de ciertos alimentos. 
Además de la actividad proteolítica, entre las BL, es frecuente encontrar 
especies capaces de descarboxilar algunos aminoácidos, procesos que llevan a la 
formación de dióxido de carbono y de la correspondiente amina (Halász et al., 
1994). La presencia de estas aminas denominadas “biógenas” ha sido descrita en 
algunos alimentos fermentados, como los embutidos (Bover-Cid et al., 2001; Silla 
Santos, 1998), los productos lácteos (Taylor, 1985; Stratton et al., 1991), los 
derivados del pescado (Taylor, 1985), los vinos (Coton et al., 1998; Landete et al. 
2005) o los encurtidos (Silla Santos, 1996; Taylor et al., 1978), siendo en estos 
últimos la histamina, la más frecuentemente encontrada (Taylor et al., 1978; Iñigo y 
Abad, 1983 a y b).  
En la Figura 3 se recogen algunos ejemplos de las aminas biógenas con 
mayor presencia en los alimentos y los aminoácidos a partir de los que se originan 




AMINOÁCIDO PRECURSOR                AMINAS BIÓGENAS 
 
Espermidina 
Ornitina                        Putrescina  
Espermina 
 
Arginina        Agmantina 
Cisteína        Mercapto-etilamina 
Histidina        Histamina 
Fenilalanina        Fenilalamina 
Serina         Etanolamina 
5-Hidroxitriptófano       Serotonina 
Lisina         Cadaverina 
Tirosina         Tiramina 
FIGURA 3. Aminoácidos descarboxilados por las BL y sus correspondientes aminas biógenas  
El gran interés suscitado por estos compuestos, proviene del hecho de que 
algunas de ellas como la histamina, pueden ser tóxicas incluso ingeridas en bajas 
concentraciones. Además tanto la tiramina como la histamina tienen propiedades 
vasoactivas y/o psicoactivas, por lo que su presencia en los alimentos supone un 
riesgo importante para los consumidores (Mariné-Font et al., 1995). 
No obstante, para que en los alimentos se produzca acumulación de 
aminas biógenas es necesario que confluyan estas circunstancias: disponibilidad de 
los aminoácidos precursores, presencia de microorganismos con actividad amino 
descarboxilasa y condiciones favorables tanto para su crecimiento como para la 
actividad descarboxilante (ten Brink et al., 1990). 
La capacidad de las BL para descarboxilar aminoácidos es dependiente de 
la especie e incluso algunos autores (Beutling, 1996; Bover-Cid y Holzapfel, 1999) 
indican que tiene carácter intraespecífico, habiéndose observado claras diferencias 
tanto en la cantidad como en el tipo de amina producida, entre cepas de una 




misma especie. Por géneros es el género Lactobacillus (Silla Santos, 1998) el que 
con mayor frecuencia ha sido identificado como responsable de la producción de 
aminas biógenas y más raramente los géneros Lactococcus y Leuconostoc 
(Butturini et al., 1995).  
Por los riesgos toxicológicos que la presencia de aminas biógenas en los 
alimentos puede suponer, la determinación de la capacidad aminobiógenica es 
uno de los estudios que deben realizarse en la selección de cepas para el diseño de 
cultivos iniciadores (Bover-Cid et al., 2000), especialmente en aquellos que van a ser 
utilizados en la elaboración de productos cárnicos, por su elevado contenido en 
proteínas. Esta determinación puede hacerse por distintos métodos, cuantitativos 
como la cromatografía de líquidos (Novella-Rodríguez et al., 2000) o cualitativos 
como el descrito por Bover- Cid y Holzapfel (1999), basado en el cambio de color 
que se produce en el medio de cultivo como consecuencia del incremento de pH 
producido por las descarboxilaciones. Otros autores (Lucas y Lonvaud-Funel, 2002) 
por el contrario, han optado por determinan la presencia de los genes que 
codifican para las enzimas implicadas en estas descarboxilaciones utilizando la 
técnica de la PCR o de reacción en cadena de la polimerasa. 
Por último indicar que las BL pueden llevar a cabo otras transformaciones 
en los aminoácidos como son las reacciones de transaminación y de desaminación 
oxidativa, reacciones que, aunque menos frecuentes, son también de gran 
importancia ya que conducen a la formación de aldehídos, fenoles, indoles y otros 
compuestos azufrados fuertemente aromáticos, que pueden provocar malos olores 
en los alimentos fermentados (Fox y Wallace, 1997). 
2.4. COMPUESTOS CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA 
PRODUCIDOS POR LAS BACTERIAS LÁCTICAS 
Es bien conocido que las BL producen diversos compuestos con potente 
efecto antimicrobiano, algunos de ellos utilizados para alargar la vida útil de los 
alimentos como por ejemplo: algunos ácidos orgánicos, el etanol, el dióxido de 
carbono, el peróxido de hidrógeno, el diacetilo, el acetaldehído, los benzoatos, el 
isómero D- de algunos aminoácidos, algunos compuestos no proteicos de pequeño 




Los mecanismos por los que estos compuestos ejercen su efecto 
antimicrobiano son diversos. Así por ejemplo en el caso de los ácidos orgánicos 
(láctico, acético, etc.) es la fracción no disociada de los mismos la que ejerce la 
actividad antimicrobiana al interferir con funciones metabólicas esenciales (Baird-
Paker, 1980). El dióxido de carbono es considerado un antimicrobiano de amplio 
espectro que actúa disminuyendo el pH extra e intracelular y desestabilizando las 
membranas celulares donde se acumula (Eklund, 1984). Por su potente actividad 
antimicrobiana se utiliza como conservante de carnes, pescados, frutas, verduras y 
hortalizas refrigeradas, donde inhibe el crecimiento de microorganismos 
psicrótrofos, y en la fermentación de vegetales y ensilados para prevenir el 
desarrollo de mohos (Lindgren y Dobrogosz, 1990). El diacetilo es también 
inhibidor de  un gran número de bacterias Gram-negativas (Jay, 1982a), hongos y 
levaduras (Jay et al., 1983) y en menor medida bacterias Gram-positivas (Jay, 1982 
b). Jay (1986) indica que el diacetilo actúa reaccionando con la arginina de los 
enzimas microbianos inactivándolos, al bloquear o modificar sus centros catalíticos.  
De todos ellos, y por su potente efecto antimicrobiano, merecen ser 
destacados el peróxido de hidrógeno y las bacteriocinas. 
Las bacterias lácticas en condiciones de aerobiosis son capaces de producir 
peróxido de hidrógeno a partir de la forma reducida de la nicotinamida-adenin-
dinucleotido (NADH), por acción de una flavoproteína NADH:H2O2 oxidasa, y 
aunque no poseen catalasa, se autoprotegen de los efectos del H2O2 mediante 
actividades pseudocatalásicas o bien liberándolo al medio donde se acumula 
(Condon, 1987). 
El efecto bactericida o bacteriostático del peróxido de hidrógeno es debido 
a su elevado poder oxidante, que provoca (i) la peroxidación de los lípidos de la 
membrana, incrementando de este modo la permeabilidad celular, y (ii) la 
inactivación de enzimas y coenzimas mediante la oxidación de sus grupos 
sulfhidrilo (Kong y Davidson, 1980). La elevada toxicidad de este compuesto 
también puede ser atribuida a su capacidad para destruir estructuras moleculares 
básicas como las proteínas y los ácidos nucleicos en los que es capaz de romper los 
enlaces intra e intercatenarios y de alterar las bases nitrogenadas, inhibiendo así la 
replicación cromosómica (Piard y Desmazaud, 1991).  




La capacidad de las bacterias lácticas para producir este compuesto 
depende no sólo de las condiciones de cultivo (disponibilidad de oxígeno, 
agitación, etc) sino también de la cepa de que se trate (Collins y Aramaki, 1980). Es 
por tanto una propiedad con carácter intraespecífico deseable en las cepas que 
vayan a ser utilizadas como cultivos iniciadores. Diversos autores han descrito que 
algunas cepas de lactobacilos son capaces de producir una cantidad de peróxido 
de hidrógeno suficiente como para inhibir el crecimiento de algunas especies de 
Pseudomonas, Bacillus y Proteus (Price y Lee, 1970), Listeria monocytogenes 
(Tharrington y Sorrells, 1992), Salmonella typhimurium (Yap y Gilliland, 2000), St. 
aureus (Gilliland y Speck, 1977) y otra flora indeseable (Reinheimer y Demkov, 
1989; Ouwehand, 1998).  
Para la determinación tanto cualitativa como cuantitativa de la producción 
de H2O2 se han descrito diversos métodos. Song et al. (1999) describen un método 
cualitativo en el que la cepa en estudio se hace crecer en un medio sólido al que se 
le añade tetrametilbencidina (TMB) y peroxidasa. Si la cepa produce peróxido de 
hidrógeno, la peroxidasa actuará oxidando la TMB y se producirá un pigmento azul 
sobre la colonia de la cepa productora. Los métodos cuantitativos estan basados en 
determinaciones espectrofotométricas en las que se mide la absorbancia de un 
compuesto coloreado, producto de la oxidación llevada a cabo por el peróxido de 
hidrógeno formado o por la peroxidasa que actúa en su presencia (Reinheimer y 
Demkov, 1989; Yap y Gilliland, 2000). 
El término bacteriocinas fue propuesto por  Jacob et al. (1953) para 
designar a un grupo de sustancias de naturaleza proteica con actividad 
antimicrobiana, producidas por bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. 
Posteriormente han sido definidas por otros autores (Tagg et al., 1976; 
Klaenhammer, 1988; Daeschel, 1989 y 1992; Schillinger, 1990) como “proteínas o 
complejos proteínicos con actividad bactericida”. 
Jack et al. (1995) proponen en una extensa revisión sobre las bacteriocinas 
producidas por las bacterias Gram-positivas, una nueva y más amplia definición 
considerando a las bacteriocinas como “un grupo heterogéneo de sustancias con 
capacidad antimicrobiana, de síntesis ribosomal, que se secretan al medio con o sin 




antimicrobiano reducido y limitado en ocasiones, a algunas cepas de la especie 
productora, lo que implica que el microorganismo productor debe poseer algún 
mecanismo que le confiere inmunidad a su propia bacteriocina”. Nes et al. (1996) 
atribuyen esta inmunidad a la producción de una proteína de inmunidad específica 
mientras que otros autores (Abee, 1995; Jack et al., 1995) han sugerido que la 
inmunidad podría estar mediada por la acción de proteasas intracelulares que 
inactivarían la bacteriocina en las células productoras. 
La bacteriocinogenicidad, o capacidad de producir bacteriocinas, es un 
fenotipo muy extendido entre las BL, como lo demuestra el hecho de que hayan 
sido descritas cepas productoras de bacteriocinas de todos los géneros de BL 
asociados con los alimentos: Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, 
Pediococcus, Leuconostoc, Carnobacterium y Enterococcus (De Vuyst y 
Vandamme, 1994).  
La Tabla 4 recoge algunas de las bacteriocinas descritas y la especie 
productora. Las mejor conocidas son la nisina, que es producida por cepas de 
Lactococcus lactis y que está siendo utilizada como aditivo alimentario en algunos 
países, y la pediocina PA-1/AcH, producida por Pediococcus acidilactici (Bhunia et 
al., 1987) que ha sido descrita como muy efectiva frente a Listeria monocytogenes, 
un microorganismo que se muestra en muchas ocasiones insensible a la nisina 
(Pucci et al., 1988).  
Los numerosos trabajos de investigación efectuados sobre las 
bacteriocinas, y en especial aquellas producidas por las BL, han permitido conocer 
en profundidad su estructura y sus características físico-químicas, su modo de 
acción, la localización de sus genes, los mecanismos implicados en su biosíntesis, 
procesamiento y transporte, así como la regulación de su producción (Schillinger, 
1990; Daeschel, 1992; Piard et al., 1992; Klaenhammer, 1993; Nes et al., 1996; 
Messens y De Vuyst, 2002; Guinane et al., 2005). 





























































Mortvedt et al. (1991) 
Piard et al. (1992) 
Henderson et al. (1992) 
Holck et al. (1992) 
Tichaczek et al. (1992) 
Hastings et al. (1991) 
Héchard et al. (1992) 
Aymerich et al. (1996) 
Metivier et al. (1998) 
Ferchini et al. (2001) 
Nissen-Meyer et al. (1992) 
van Belkum et al. (1991) 
Allison et al. (1994) 
Nissen-Meyer et al. (1993) 
Jiménez-Díaz et al. (1995) 
Anderssen et al. (1998) 
Anderssen et al. (1998) 
Leer et al. (1995) 
Worobo et al. (1994) 
Worobo et al. (1995)  
Cintas et al. (1997) 
Nes y Holo (2000) 
Joerger y Klaenhammer (1986) 




Los mecanismos de actuación de las bacteriocinas son diversos. La mayoría 
actúan como bactericidas aunque se han descrito algunas, como la leucocina A-
UAL187 (Hastings et al., 1991) o la leucocina S (Lewus et al., 1992) que actúan 
como bacteriostáticas. En ocasiones la actividad bactericida puede ir acompañada 
de la lisis celular del microorganismo sensible (bacteriocinas bacteriolíticas), y 
algunos autores sugieren que esta lisis podría deberse a la liberación de enzimas 
autolíticos que en condiciones normales están ligados electrostáticamente a los 
polímeros superficiales aniónicos de la pared celular (Jack et al., 1995).  
Diversos estudios sugieren además que las bacteriocinas son proteínas 
activas a nivel de membrana cuyo mecanismo de acción primario es la formación 
de poros o canales iónicos en la membrana citoplasmática de las células sensibles 
(Abee, 1995). 
Al igual que indicábamos para el peróxido de hidrógeno la capacidad 
bacteriocinogénica es una propiedad deseable en las cepas que vayan a ser 
utilizadas como cultivos iniciadores, por lo que se han descrito diversos métodos 
para su determinación. En todos los casos suele realizarse un estudio preliminar en 
medio sólido o semisólido, utilizando los que Hoover (1993) denomina métodos 
directos e indirectos, basándose en la descripción que de los mismos hacen Gratia, 
(1946) y Fredericq (1948), y un estudio de confirmación, cuyo objetivo es asegurar 
que la inhibición del crecimiento es debida a la producción de bacteriocinas y no a 
la de otros compuestos inhibidores.  
Tanto en los métodos directos como en los indirectos, la actividad 
antimicrobiana del microorganismo productor se detecta como una inhibición del 
crecimiento de otro microorganismo denominado “indicador” (Tagg et al., 1976). 
En los directos, el microorganismo productor y el indicador se desarrollan 
simultáneamente bajo las mismas condiciones de incubación, y sólo se detectará 
inhibición si las sustancias antimicrobianas se sintetizan y liberan al medio durante 
los primeros estadíos del crecimiento. En los indirectos, que son los más utilizados, 
el microorganismo productor se cultiva en un medio sólido durante un periodo 
determinado de tiempo, y a continuación el cultivo se cubre con una capa de 
medio semisólido fundido y atemperado que contiene el microorganismo 
indicador. Un ejemplo de estos es el denominado “spot test” o de la gota sobre 




agar descrito por Fleming et al. (1975). Existen múltiples variantes de este método y 
así por ejemplo, algunos autores indican que es conveniente inactivar el 
microorganismo productor antes de añadir el indicador aplicando calor (Ahn y 
Stiles, 1990) o sustancias como el cloroformo (Davey y Richarson, 1981). Otros, 
añaden el microorganismo productor sobre membranas estériles depositadas sobre 
una capa de agar estéril y tras un periodo de incubación determinado, las retiran y 
depositan el microorganismo indicador diluido en un agar semisólido fundido y 
atemperado (Vlaemynck et al., 1994). Los ensayos indirectos son más sensibles que 
los directos y tienen la ventaja de que permiten que, tanto el microorganismo 
productor como el indicador, se desarrollen bajo condiciones óptimas de 
incubación (Tagg et al., 1976). 
En el estudio de confirmación como indicábamos anteriormente, el 
microorganismo problema se cultiva en medio líquido bajo condiciones de 
incubación adecuadas y, seguidamente, tras eliminar las células del mismo se 
analiza la presencia de bacteriocinas en los sobrenadantes libres de células. 
También en este caso existen múltiples variantes, tanto en los procedimientos 
utilizados para la eliminación de las células de los cultivos (Mayr-Harting et al., 
1972; Tagg et al., 1976; Jiménez-Díaz et al., 1995; Cintas et al., 1995) como en los 
utilizados para eliminar las sustancias interferentes (H2O2, ácidos, etc.) (Daeschel et 
al., 1990; Vaughan et al., 1994; Cintas et al., 1995; Jiménez-Díaz et al., 1995). 
Algunos autores (Geis et al., 1983; Olasupo et al., 1994; Cintas et al., 1995) 
recomiendan la utilización de los sobrenadantes libres de células concentrados yq 
que facilita la observación de los resultados. Estos mismos autores proponen 
también algunos métodos como la liofilización, la ultrafiltración o la evaporación a 
vacío en rotavapor, para la concentración de estos sobrenadantes. 
La evaluación de la actividad bacteriocinogénica de los sobrenadantes 
libres de células o de sus concentrados, se realiza mediante ensayos basados en la 
difusión tridimensional de las bacteriocinas en un medio sólido o semisólido y en la 
inhibición del crecimiento de los microorganismos indicadores. Los métodos más 
utilizados son modificaciones de la técnica de difusión en agar (agar well diffusion) 
descrita por Schillinger y Lücke (1989), en la cual se depositan alícuotas de los 
sobrenadantes a ensayar en pocillos practicados en una capa de agar semisólido, 




proceder a la incubación de las placas algunos autores (Cintas et al., 1995) 
aconsejan que éstas se mantengan unas horas en refrigeración para permitir la 
difusión de las bacteriocinas. Otros autores utilizan en lugar de pocillos discos de 
papel de filtro estériles impregnados con los sobrenadantes a ensayar a modo de 
antibiograma (Bhunia et al., 1988). En ambos casos la aparición de halos de 
inhibición del crecimiento, indicará la presencia de bacteriocinas en los 
sobrenadantes ensayados. 
Para concluir, es importante resaltar que, a pesar de la enorme variedad de 
compuestos con actividad antimicrobiana que las BL son capaces de producir, es el 
efecto combinado de la competencia por los nutrientes del medio donde crecen y 
el descenso de pH del mismo causado por la producción de ácidos (láctico, acético 
y otros) el que, a criterio de algunos autores (Daeschel, 1989; Lindgren y 
Dobrogosz, 1990), ejerce la principal acción antimicrobiana. 
2.5. MÉTODOS UTILIZADOS EN LA IDENTIFICACIÓN Y 
GENOTIPADO DE LAS BACTERIAS LÁCTICAS 
Tradicionalmente, la identificación microbiana ha estado basada en el 
estudio de caracteres fenotípicos, fisiológicos y/o bioquímicos. Estos métodos 
aunque presentan algunos inconvenientes, como por ejemplo su escaso poder 
discriminante (Kandler y Weiss, 1986) o el que son muy laboriosos y en ocasiones 
económicamente costosos, son todavía muy utilizados, aunque en ningún caso 
como único método de identificación. El avance y la simplificación de las técnicas 
moleculares han permitido que éstas se utilicen como una herramienta de rutina 
en la identificación de microorganismos, sobre todo en investigación, entre otras 
ventajas por su universalidad, sensibilidad, resolución y poder discriminante.  
Los métodos utilizados en identificación y/o genotipado de bacterias 
pueden clasificarse en 3 grupos: 
2.5.1. Métodos fenotípicos  
El adjetivo fenotípico se refiere a todos aquellos métodos que analizan 
características que son expresadas por los microorganismos (Farber, 1996). La 
identificación fenotípica de un microorganismo es pues su asignación a un taxón 




determinado por comparación de sus características (morfológicas, bioquímicas o 
fisiológicas) con las de los diferentes taxones de la clasificación. Las características a 
determinar y su número dependen tanto del tipo de microorganismo, como del 
conocimiento que del mismo se persiga, y hay que tener en consideración que, si 
bien individualmente analizadas no permiten establecer relaciones filogenéticas 
entre los microorganismos, si proporcionan una información descriptiva de gran 
interés y constituyen la base para la descripción formal de los taxa, desde familias y 
géneros hasta especies y subespecies. A pesar de ello, su escaso poder 
discriminante limita su uso en estudios de tipificación de cepas, especialmente en el 
grupo de bacterias que nos ocupa, por la heterogeneidad del mismo. Otro 
importante inconveniente de estos métodos es su escasa reproducibilidad, ya que 
algunos de estos caracteres pueden verse afectados, entre otros factores, por las 
condiciones de cultivo. 
No obstante, a pesar de que por si solos resultan en ocasiones insuficientes 
para la correcta identificación de las especies, los métodos fenotípicos siguen en 
vigor y han sido ampliamente utilizados para la identificación de las bacterias 
lácticas (Schillinger y Lücke, 1987; Hugas et al., 1993; Samelis et al., 1994; Sánchez 
et al., 2000).  
Algunos de estos métodos son: 
• La biotipificación que consiste en la determinación de las actividades 
metabólicas o bioquímicas de los microorganismos frente a una variedad de 
sustratos, fermentación de azúcares, producción de enzimas, carácter homo o 
heterofermentativo, etc.   
Para el estudio del perfil de fermentación de azúcares, los métodos más 
utilizados son los sistemas miniaturizados o tiras API (BioMérieux, Francia). La 
denominada API-50 CH es la que se utiliza para la identificación de las bacterias 
lácticas. 
• El estudio de las características fisiológicas, crecimiento a diferentes 
temperaturas, pHs, con diferentes concentraciones de NaCl, etc. 
• La fagotipificación o determinación del perfil de fagos a los que es 




pero su utilización está limitada en gran parte por la falta de estandarización 
metodológica y de reactivos de alta calidad. 
• La serotipificación, que estudia las propiedades antigénicas de las cepas. 
Su uso al igual que en el caso anterior está limitado por la falta de estandarización y 
de reactivos de calidad, además de que existen cepas no tipificables 
serológicamente.  
• La antibiotipificación, que estudia los patrones de susceptibilidad a los 
antibióticos (antibiotipo). La capacidad de los microorganismos de modificar estos 
patrones como por ejemplo por pérdida de plásmidos, limita la utilización de este 
procedimiento. 
La ventaja de la mayoría de estos métodos es la facilidad de realización, 
aunque algunos de ellos, como la fagotipia, no son realizables en todos los casos, y 
otros como el serotipado son altamente costosos.  
El principal inconveniente de los marcadores fenotípicos, como se 
mencionaba anteriormente, es sin duda el que no son expresados de forma estable 
bajo diferentes condiciones ambientales o de cultivo, pero tienen además una 
importante limitación y es que no pueden ser utilizados en el caso de bacterias no 
cultivables. 
2.5.2. Métodos físico-químicos  
Los métodos físico-químicos utilizados en sistemática microbiana tienen 
como objetivo el estudio de determinados componentes químicos celulares, como 
los lípidos, los azúcares o las proteínas. Los más utilizados en la identificación de las 
BL son: la determinación de los perfiles de ácidos grasos totales, el análisis de las 
peptidoglucan-hidrolasas y las determinaciones del espectro infrarrojo mediante la 
transformada de Fourier y de los perfiles de proteínas totales (Curk-Daubié, 2000).  
a) Perfiles de ácidos grasos totales  
El análisis de los ácidos grasos totales por cromatografía en fase gaseosa, 
tras la extracción, saponificación y esterificación de los mismos, es un método 
rápido, sensible y selectivo que permite la identificación de un elevado número de 




especies microbianas, aunque no siempre permite la diferenciación de cepas. La 
identificación se realiza comparando el perfil cromatográfico obtenido con aquellos 
de una base de datos, pero a menudo para llegar a la identificación a nivel de 
especie, no es suficiente con realizar un análisis cualitativo de los resultados, y es 
necesario un análisis cuantitativo. Dado que la composición en ácidos grasos 
puede variar en función de algunos factores como el aporte nutricional, la 
temperatura de incubación, la aireación y la edad del cultivo, es de gran 
importancia fijar y estandarizar de manera muy rigurosa las condiciones de cultivo 
de los microorganismos que se vayan a analizar. 
Decallone et al. (1991) y Gilarova et al. (1994) describen la aplicación de 
este método para la identificación de bacterias lácticas y Rizzo et al. (1987) lo 
utilizan para la identificación de algunas especies de Lactobacillus.  
b) Análisis de las peptidoglucan-hidrolasas 
Estas son enzimas endógenas de la pared celular bacteriana muy bien 
conservadas a nivel de especie. A menudo varias de estas peptidoglucan-hidrolasas 
(PG-hidrolasas) con especificidades distintas coexisten en la pared celular. Su 
análisis puede efectuarse fácilmente empleando el método del zimograma, tras 
efectuar una electroforesis SDS-PAGE de las proteínas totales. En éste, las proteínas 
una vez separadas en la electroforesis se renaturalizan y el gel se incuba con otro 
que contiene el sustrato del enzima (paredes celulares de Micrococcus luteus). Tras 
la incubación se observan bandas fácilmente visibles producidas por la hidrólisis del 
sustrato que se corresponden con las PG-hidrolasas (Leclerc y Asselin, 1989). Este 
método ha sido puesto a punto, patentado y utilizado para la identificación de 
algunas especies de Lactobacillus por Lortal et al. (1997b).  
c) Espectro infrarrojo mediante la transformada de Fourier (IR-TF) 
Este es uno de los métodos físico-químicos más prometedores en tareas de 
identificación (Allouch et al., 1998), ya que puede realizarse a partir de una colonia 
aislada sin necesidad de subcultivos. Las propiedades de absorción de las células 
bacterianas enteras en el infrarrojo mediano (4000-600 cm-1), puede constituir un 
método de identificación, ya que cada individuo posee un espectro IR-TF específico 




Estos autores indican que para ciertas especies, cada espectro corresponde a un 
serotipo y/o cepa. Los espectros corresponden a las propiedades vibratorias de 
todos los constituyentes celulares. El espectro puede descomponerse por métodos 
matemáticos en bandas diferentes debido a las vibraciones de las uniones químicas 
características, pudiendo obtenerse así la máxima información de los mismos. Tras 
su lectura, el espectro puede ser digitalizado y comparado con los espectros de 
referencia de las bases de datos, empleando programas informáticos tipo Circuito 
de Neuronas (Coustere y Fertil, 1992). Goodacre et al. (1996) emplearon este 
método para la identificación rápida de algunos estreptococos y enterococos, y 
Naumann et al. (1991) demostraron que, para ciertas especies, cada espectro 
corresponde a un serotipo y/o cepa. 
d) Perfiles de proteínas totales 
La expresión del genoma de una célula microbiana resulta en la síntesis de 
diversas proteínas pudiendo por tanto considerarse que éstas son una copia 
“indirecta” del mismo, razón por la que el análisis del perfil de proteínas ha sido 
utilizado en tareas de caracterización, clasificación e identificación microbiana. La 
separación de una mezcla de proteínas celulares totales en un gel mediante 
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE), origina un perfil complejo que puede 
también considerarse como una “huella dactilar” (fingerprint) del microorganismo 
que está siendo analizado. El inconveniente de esta técnica es que con frecuencia 
ocurre que cepas bacterianas de una misma especie o de especies muy próximas 
presentan perfiles proteicos poco diferenciables. Esta técnica ha sido utilizada con 
éxito para la identificación de algunas especies de BL (Dicks y Van Vuuren, 1987; 
Dykes y Von Holy, 1993; Pot et al., 1993 y 1994; Vogel et al., 1994; Samelis et al., 
1995; Sánchez et al., 2003). 
2.5.3. Métodos moleculares 
El análisis de la secuencia de bases de los ácidos nucleicos es un marcador 
genético que puede ser utilizado para la diferenciación de especies y cepas. En 
estos ensayos se utiliza bien el genoma entero, como en el caso de las 
hibridaciones ADN/ADN, o una parte del mismo, como ocurre en la secuenciación 
de los ARNs ribosomales.  




Para la aplicación de algunas de estas metodologías es necesario conocer 
las secuencias de ciertos genes y para ello existen bancos de datos, accesibles a 
través de Internet, que ofrecen todas las secuencias de genes conocidas, 
puntualmente actualizadas. Algunos de estos son el EMBL, el GenBank, el GDB o el 
TIRR cuyas direcciones de Internet se recogen en la bibliografía de esta memoria.  
Los métodos moleculares más utilizados en la identificación y/o 
genotipado de las BL son:  
a) Secuenciación de los genes codificantes del ARN ribosómico  
Los ácidos ribonucleicos ribosómicos (ARNr) son una herramienta casi ideal 
para el estudio de la evolución y del parentesco microbiano, ya que su secuencia, 
debido a su papel crítico y constante en el ribosoma, se mantiene muy conservada 
durante la evolución. Los ARNr poseen secuencias variables y secuencias 
constantes, que pueden ser utilizadas para comparar tanto microorganismos muy 
próximos como muy alejados filogenéticamente. 
 Las bacterias poseen tres tipos de ARNr, designados por su coeficiente de 
sedimentación, 23S, 16S y 5S, cuyos genes se encuentran normalmente 
organizados en un operón y separados entre sí por secuencias intergénicas 
llamadas ITS (internal transcribed spacer). La fracción 16S del ARN ha sido la más 
estudiada ya que su tamaño permite una secuenciación rápida y suministra 
además mucha información. Actualmente se dispone de numerosas secuencias del 
ARNr 16S en las bases de datos mundiales. Un microorganismo desconocido 
puede ser identificado en función del alineamiento de la secuencia de su ARNr 16S 
con las secuencias disponibles en estas bases de datos. Para especies de un mismo 
género existe un alineamiento en las secuencias superior al 90% y para cepas de 
una misma especie este valor es superior al 99% (Betlz et al., 1990). Este método ha 
sido utilizado para establecer la filogenia del género Lactobacillus y géneros 
asociados (Collins et al., 1991), y para identificar cepas de Lactobacillus (Nissen y 






b) Estudio de los perfiles plasmídicos 
Los plásmidos son elementos extracromosómicos de ADN generalmente 
circulares, de doble cadena, superenrollados, autoreplicantes y de muy diversos 
tamaños, que son muy frecuentes entre los lactococos y los lactobacilos.  
En la aplicación más básica de la técnica de tipado de plásmidos, éstos 
deben ser extraídos y separados por electroforesis en geles de agarosa para 
determinar su número y tamaño. Las principales desventajas de esta técnica son 1) 
la inestabilidad de los perfiles, ya que los plásmidos pueden perderse, total o 
parcialmente, o pasar de una célula a otra por conjugación, y 2) el que su 
aplicación está supeditada a que la especie posea estos elementos (Vescovo et al., 
1992; O’Sullivan y Klaenhammer, 1993; Farber, 1996).  
El análisis de los perfiles plasmídicos ha sido utilizado con éxito en la 
monitorización de cultivos iniciadores de BL en embutidos (Garriga et al., 1996) y 
en encurtidos (Ruiz-Barba et al., 1994), aunque en todos los casos los autores 
indican que la posible pérdida de alguno de los plásmidos durante la fermentación 
complica la interpretación de los resultados. 
c) Hibridación ADN/ADN  
Es el método reconocido para la definición de nuevas especies, entendidas 
éstas como un grupo de hibridación ADN/ADN.  
El método consiste en la desnaturalización del ADN genómico de las cepas 
en estudio (A y B) y posterior renaturalización de la mezcla. La formación del 
heteroduplex A-B será proporcional a la semejanza existente entre los dos 
genomas, calculándose un % de reasociación. Esta hibridación sólo permite 
identificaciones a nivel de especie o subespecie y, a pesar de ser el método de 
referencia, es tan complejo y largo que no se emplea de forma rutinaria. Todas las 
especies pertenecientes a los distintos géneros de bacterias lácticas han sido 
estudiadas y comparadas por este método (Schleifer et al., 1995). 
d) Hibridación con sondas  
Una sonda es una cadena de ácido nucleico capaz de hibridar con otro 
que posea exactamente la secuencia nucleotídica complementaria. Estas sondas 




pueden ser tanto de ADN como de ARN, empleándose de muy diversas formas. 
Así, las de ADN, pueden hibridar sobre una colonia directamente (Dot-Blot, 
hibridación “in situ”) o sobre ADNs previamente separados por electroforesis 
(Southern blot).  
Si la sonda se prepara a partir del ADN de una cepa patrón conocida, esta 
técnica podrá ser utilizada para identificar cepas bacterianas desconocidas. Cuando 
la sonda es un fragmento de un gen específico, la hibridación permitirá identificar 
cepas bacterianas poseedoras de ese gen, y cuando contiene secuencias de los 
ARNr 16S, 23S o ITS, se podrá realizar la clasificación taxonómica de una cepa 
desconocida (Farber, 1996) hasta el nivel de especie, en función de cual sea la 
secuencia elegida. 
La tecnología FISH (hibridación fluorescente “in situ”) utiliza sondas de ARN 
unidas a colorantes fluorescentes. En ésta, las células son tratadas con reactivos 
apropiados que permeabilizan sus membranas lo que permite la penetración de la 
mezcla sonda/colorante. Cuando la sonda hibrida con el ARN ribosómico las 
células se aparecen uniformemente fluorescentes y pueden ser observadas con un 
microscopio de fluorescencia.  
Esta técnica se está utilizando con éxito en estudios ecológicos de 
comunidades microbianas, ya que permite la observación directa de los 
microorganismos en su ambiente, sin necesidad de realizar un cultivo previo, lo que 
supone un ahorro importante de tiempo y evita el problema de la no detección de 
los microorganismos no cultivables (Kleikemper et al., 2002).  
Para la identificación de BL aisladas de alimentos fermentados se ha 
utilizado tanto el método del Dot-Blot inverso con sondas preparadas a partir de 
secuencias de las fracciones 16S y 23S del ARNr (Ehrmann et al., 1994) como la 
tecnología FISH (Matte-Tailliez et al., 2001; Blasco et al., 2003). 
e) SSCP (Single Stranded Conformational Polymorphism) 
Esta técnica consiste en la desnaturalización térmica del ADN, en 
condiciones que no permitan una nueva reasociación, de forma que las dos 
cadenas separadas acabarán plegándose sobre si mismas hasta adquirir su 




cada microorganismo y podrán ser separadas mediante electroforesis capilar. 
Aunque esta técnica se ha utilizado habitualmente para estudiar polimorfismos 
génicos, en estudios recientes de dinámicas de poblaciones se ha aplicado para la 
identificación de especies de BL en quesos (Duthoit et al., 2003). 
f) Métodos basados en el polimorfismo de restricción 
Estos métodos tienen como fundamento la digestión del ADN con enzimas 
de restricción específicas que generan fragmentos de distintos tamaños, que 
posteriormente son separados por electroforesis y visualizados.  
Las enzimas de restricción reconocen secuencias de ADN muy concretas, 
que suelen tener una longitud de entre 4 y 7 nucleótidos y cortan la doble cadena 
de ADN en el lugar de reconocimiento. Si el enzima elegido para el análisis corta en 
pocos puntos el ADN objeto de estudio, los fragmentos obtenidos serán de gran 
tamaño, en cuyo caso para su separación será necesario utilizar la denominada 
electroforesis en campo pulsado o Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) 
(Björkroth et al., 1996). En esta técnica, el campo eléctrico aplicado cambia de 
dirección alternativamente lo que obliga a los fragmentos de ADN a reorientarse 
después de cada cambio, lo que les permite avanzar.  El perfil o “pattern” de 
fragmentos de ADN obtenidos tras la restricción con diferentes enzimas y posterior 
separación mediante PFGE, es considerado como una “huella genética” de las 
cepas estudiadas.  
Este método ha sido descrito como el más discriminante a nivel 
intraespecífico de los utilizados para el genotipado de las BL, teniendo además una 
buena reproducibilidad, si bien es laborioso y caro lo que limita su aplicación 
cuando se trata de analizar un elevado número de muestras (Farber, 1996; 
Tynkkynen et al., 1999). Ha sido utilizado en la caracterización de cepas de Lc. lactis 
(Le Bourgeois et al., 1989), L. helveticus (Lortal et al., 1997a) y L. sakei (Björkroth et 
al., 1996) entre otras, para la caracterización de la microbiota láctica aislada de la 
fermentación de encurtidos (Sánchez et al., 2004) y para monitorizar 
fermentaciones dirigidas de embutidos y quesos (Zhang y Holley, 1999; Blaiotta et 
al., 2001). 




En el caso del ribotipaje, lo que se realiza es un perfil de restricción de los 
genes que codifican los ARNr, para posteriormente transferirlos a una membrana 
de nitrocelulosa o nylon donde se realiza la hibridación mediante Southern blot 
(Rodtong y Tannock, 1993). El número y tamaño de las bandas será variable entre 
cepas, por lo que puede emplearse tanto para identificación a nivel de especie 
como para la separación de cepas dentro de una misma especie. Esta técnica ha 
sido utilizada para la diferenciación de especies de Lactobacillus (Rodtong y 
Tannock, 1993) y para caracterizar cepas industriales de lactococos (Rodrigues et 
al., 1991) y bifidobacterias (Mangin et al., 1994; Mangin et al., 1996).  
El uso de varias enzimas de restricción aumenta en ambos casos, el poder 
de discriminación pero también multiplica el trabajo y dificulta el análisis de los 
perfiles (Persing et al., 1993). 
g) Métodos basados en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
En 1983 Kary Mullis junto con un equipo de científicos de la Corporación 
Cetus (Perkin-Elmer Cetus Corporation, Norwalk CT) desarrollaron un proceso 
conceptualmente simple para amplificar o incrementar el número de copias de 
fragmentos específicos de un ácido nucleico, presentes en una muestra. Este 
proceso denominado "reacción en cadena de la polimerasa" o PCR (Polymerase 
Chain Reaction), fue posteriormente desarrollado y automatizado y en el año 1989 
recibió la consideración de "el mayor desarrollo científico del año” y la Taq 
polimerasa, enzima empleada en el mismo, la de “molécula del año" (Guyer y 
Koshland, 1989). En el año 1993, Kary Mullis recibiría el premio Nobel de Química 
por el desarrollo de dicha técnica. 
La PCR es un método de síntesis enzimática de ADN in vitro, que permite 
obtener múltiples copias de un segmento de ADN predeterminado a partir de: 1) 
cebadores o “primers” que son secuencias de oligonucleótidos que hibridan en las 
cadenas complementarias del ADN que actúa como molde, flanqueando el 
fragmento que va a ser amplificado, 2) la Taq ADN polimerasa, enzima 
termoestable aislada de la bacteria Thermus aquaticus, que cataliza la elongación 




desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTPs) que son añadidos en exceso en la mezcla 
de reacción.  
La secuencia de los cebadores utilizados puede ser aquella de un gen 
conocido, o bien la correspondiente a regiones variables de los ARNr 16S y 23S o 
de las regiones intergénicas (ITS) de una especie bacteriana (PCRs específicas) o por 
el contrario tratarse de una secuencia arbitraria, como ocurre en la técnica 
denominada Randomly Amplified Polymorphic DNA o RAPD que describiremos 
más tarde. 
En cada ciclo de PCR ocurren las siguientes etapas (Figura 4): 
 
FIGURA 4. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 




Etapa 1,  es aquella en la que se produce la desnaturalización por calor del 
ADN bicatenario diana o molde. 
Etapa 2, es una etapa de enfriamiento posterior que permite el 
reconocimiento del cebador y su acoplamiento con el ADN molde (anillado o 
hibridación). En esta es necesario que exista un exceso de cebador en relación al 
ADN molde para asegurar de esta forma que la mayor parte de las cadenas diana 
hibriden con cebadores y no entre sí. 
Etapa 3, es la de extensión del cebador por acción de la Taq ADN 
polimerasa, que utiliza las cadenas diana del ADN como moldes. 
Como cada hebra de ADN recién sintetizada sirve de molde para las 
reacciones siguientes, repitiendo los ciclos de desnaturalización-hibridación-
elongación se logrará amplificar de modo exponencial el fragmento delimitado por 
los cebadores. En la práctica suelen realizarse unos 20-30 ciclos, con los que se 
consigue un incremento de unas 106-1011 veces la cantidad inicial de ADN 
(Giovannoni, 1991; Swaminathan y Matar, 1993; Persing, 1993). El principal 
inconveniente de esta técnica es que es muy susceptible de contaminación con 
ADN extraño. 
El carácter altamente repetitivo del proceso ha permitido además su 
automatización y la comercialización de equipos programables (termocicladores) 
donde llevarlo a cabo y puede afirmarse que es actualmente el método más 
utilizado en muchos campos de investigación científica. En los últimos años se han 
publicado numerosos trabajos que describen las secuencias de cebadores 
específicos para algunas especies de BL como L. plantarum (Quere et al., 1997; 
Torriani et al., 2001), L. paracasei, L. rhamnosus, L. delbrueckii  y L. acidophilus 
(Drake et al., 1996), L. curvatus y L. sakei (Aymerich et al., 2003), Oenococcus oeni 
(Zapparoli et al., 1998), L. brevis (Guarneri et al., 2001) y muchas otras.  
Actualmente se está trabajando en el desarrollo de protocolos para llevar a 
cabo reacciones de PCR cuantitativas a tiempo real, que no sólo detecten la 
presencia de determinadas especies, sino también que sean capaces de 




Además de la PCR propiamente dicha, existen otras técnicas de 
identificación y genotipado basadas en la PCR, que pueden ser utilizadas tanto en 
el genotipado de BL como en la monitorización de fermentaciones dirigidas. Una 
de ellas es la Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD), que fue descrita por 
primera vez por Williams et al. (1990). En esta se produce una amplificación 
aleatoria del ADN utilizando la reacción en cadena de la polimerasa de PCR con 
cebadores inespecíficos, de secuencia arbitraria y de tamaño corto (10-20 
nucleótidos). La utilización de estos cebadores cortos, comparados con los de la 
PCR tradicional, permite trabajar con temperaturas de hibridación más bajas, lo que 
facilita que el cebador hibride en lugares para los cuales el emparejamiento no es 
perfecto, lo que a su vez aumenta la probabilidad de que se anille en distintos 
lugares del genoma. Si algunos de estos sitios de unión están orientados de 
manera opuesta o palindrómica en el ADN molde, y lo suficientemente cercanos 
como para permitir la amplificación, se generará un producto en la reacción de 
PCR.  
En una reacción de RAPD se generan por tanto numerosos fragmentos de 
amplificación de diferentes longitudes nucleotídicas con diferentes pesos 
moleculares, que al ser sometidos a una electroforesis convencional en geles de 
agarosa se separan, obteniéndose un patrón de bandas ("RAPD-fingerprint" o 
huella RAPD) específico de cada cepa. 
Williams et al. (1990) destacaron como principal ventaja de esta técnica el 
que no requiere un conocimiento previo de la secuencia a amplificar, ni de la 
bioquímica y biología de las especies objeto de estudio, ya que los cebadores que 
utiliza se unen al genoma bacteriano al azar, obteniéndose perfiles con cualquier 
cepa.  
La técnica RAPD presenta otras ventajas: 
• Es rápida y metodológicamente sencilla ya que no requiere ningún 
tratamiento o preparación previa de la muestra. 
• Pueden utilizarse un conjunto de cebadores “universales” para el 
análisis genómico de una amplia variedad de especies. 




Aunque la utilización de esta técnica se está extendiendo por sus ventajas, 
hay constantes referencias al hecho de que la reproducibilidad inter- e incluso intra-
laboratorios se hace casi imposible, por la importancia que en la misma tienen el 
tipo de Taq polimerasa y/o el termociclador utilizados en la reacción de PCR. Pero 
estos no son los únicos factores que pueden influir en los resultados, otros como la 
concentración de magnesio y algunas sales, el tipo, la composición y la pureza del 
cebador, así como su longitud o la temperatura de hibridación, son también muy 
importantes. Por todo ello, es esencial que las condiciones del análisis sean 
cuidadosamente controladas, para lograr así una buena reproducibilidad. 
La RAPD ha sido utilizada con éxito en estudios de biodiversidad genética 
en productos lácteos (Quiberoni et al., 1998; Mora et al., 2000; Marcellino et al., 
2001; Brennan et al., 2002) y en encurtidos (Sánchez et al., 2004), para el tipado de 
bacterias lácticas (Cocconcelli et al., 1995; Du Plesis y Dicks, 1995; Johansson et al., 
1995a; Björkroth et al., 1996) y en la monitorización de procesos como la 
fermentación cárnica (Veyrat et al., 1999) o la fermentación de “sauerkraut” 
(Plengvidhya et al., 1994). Además, se ha demostrado su eficacia como técnica de 
identificación cuando se incluyen en los ensayos cepas de referencia con las que 
establecer comparaciones (Ben Omar et al., 2004; Sánchez et al., 2004). 
Otras técnicas basadas en la reacción de PCR son la electroforesis en 
gradiente de desnaturalización (DGGE) y la electroforesis en gradiente de 
temperatura (TGGE) del amplificado del ADN ribosómico (ADNr) 16S. Ambas han 
demostrado ser útiles y adecuadas para la caracterización de comunidades 
microbianas procedentes de una gran variedad de nichos ambientales (agua 
marina, suelos, cuevas, etc.) y se han aplicado en estudios de diversidad de BL en 
algunos ecosistemas alimentarios (Ampe et al., 1999; Ben Omar y Ampe, 2000, 
Cocolin et al., 2001 y 2004). Tienen entre sus ventajas el que permiten 1) la 
determinación de las especies integrantes de una comunidad microbiana y el 
conocimiento de los cambios que en la misma puedan producirse a lo largo del 
tiempo (Pintado et al., 2003) y 2) la detección rápida y relativamente económica de 
cualquier especie, incluso las no cultivables (Giraffa, 2004).  
En éstas se extrae el ADN total de la muestra en estudio, amplificándose a 




hipervariable, mediante una reacción de PCR. La mezcla de amplificados resultante 
es sometida a un gradiente de desnaturalización, de urea o formamida (DGGE) o 
de temperaturas (TGGE), en un gel de poliacrilamida para conseguir su separación. 
Se obtiene así el patrón de bandas o “patrón genético” correspondiente a las 
poblaciones mayoritarias de la comunidad analizada. Las bandas pueden ser 
posteriormente secuenciadas, lo que permitirá establecer relaciones filogenéticas o 
la identificación de los diferentes microorganismos por comparación de éstas 
secuencias.  
Otra técnica también basada en la reacción de PCR, es la denominada 
ARDRA (Análisis de restricción del ADN ribosómico amplificado por PCR). En ésta, 
primero se amplifica el ADNr 16S y a continuación se corta con enzimas de 
restricción obteniéndose tras su separación en un gel de agarosa, un perfil 
característico de la especie. Se ha utilizado con éxito para identificar aislados de 
Lactobacillus obtenidos en muestras de mosto y vino (Rodas et al., 2003 y 2005), así 
como para monitorizar cultivos iniciadores (Roy et al., 2001). 
En la Figura 5 se muestran los métodos fenotípicos, físico-químicos y 
moleculares que pueden ser utilizados en estudios taxonómicos y en el tipado de 
bacterias, indicándose en cada caso su nivel de discriminación. 





FIGURA 5. Métodos utilizados en el análisis taxonómico de bacterias (Fuente: Vandamme 
et al., 1996). PFGE: Electroforesis de campo pulsado; PCR: Reacción en cadena de la polimerasa; AFLP: 
Fragmentos amplificados de tamaño polimórfico; AP-PCR: PCR con oligonucleótidos arbitrarios; rep-PCR: 
PCR de elementos repetitivos; DAF: Huellas dactilares por amplificación de ADN; RAPD: ADN polimórfico 
amplificado al azar; ARDRA: Análisis de restricción del ADN ribosómico amplificado por PCR  
2.6. APLICACIONES DE LAS BACTERIAS LÁCTICAS 
Las innumerables investigaciones llevadas a cabo sobre la fisiología y la 
genética del grupo de las bacterias lácticas han hecho posible un conocimiento 
muy profundo de las mismas y en algunos aspectos ha sido posible comprender 





El conocimiento adquirido ha permitido asimismo mejorar e innovar las 
aplicaciones de estos microorganismos en el campo de las fermentaciones 
industriales, del bioprocesado, la agricultura, la alimentación y la nutrición y más 
recientemente de la medicina (Steidler et al., 1998). En los últimos años han sido 
además utilizadas en investigación básica como modelo de bacterias Gram-
positivas en diversos estudios fisiológicos y genéticos (Konings et al., 2000). Hace 
relativamente poco tiempo que se ha conseguido la secuenciación del genoma 
completo de una bacteria láctica, la cepa IL 1403 de Lactococcus lactis subsp. lactis 
(Bolotin et al., 2001), y actualmente se está realizando la secuenciación de algunas 
otras cepas. 
En la industria, son muchas las aplicaciones de las BL pero quizás, y aún a 
pesar de su antigüedad, la más importante sigue siendo su utilización como 
cultivos iniciadores. Como indicábamos al inicio de esta Introducción, las BL fueron 
uno de los primeros microorganismos empleados en la elaboración de alimentos y 
actualmente son los más utilizados en las fermentaciones alimentarias. Una 
muestra de la gran variedad y riqueza de alimentos obtenidos con participación de 
bacterias lácticas se recoge en la Tabla 5. 
Entre las aplicaciones más novedosas en este campo cabe destacar su 
utilización en la fermentación de cereales, por su capacidad para hidrolizar el 
gluten (principal proteína de los cereales panificables) y los fitatos principal factor 
antinutricional presente en los cereales y en los vegetales, lo que evita la aparición 
de reacciones alérgicas.  
Otro de los usos más importantes y actuales de las BL es como probióticos. 
Los probióticos han sido definidos por Guarner y Schaafsma (1998) como 
“microorganismos vivos, no patógenos que, ingeridos en determinado número, 
ejercen efectos saludables, más allá de los inherentes a la nutrición básica”. Es bien 
sabido que las BL son huéspedes habituales del tracto gastrointestinal de humanos 
y animales, donde contribuyen a las complejas interacciones entre la microbiota 
intestinal y el hospedador, actuando de forma beneficiosa en la fisiología del 
hospedador y en su sistema inmune. Esto hace mejorar el balance nutricional y 
microbiano en el tracto gastrointestinal del hospedador motivos por los que las BL 




están siendo utilizadas como prebióticos (Donohue et al., 1998; Salminen et al., 
1998; Naidu et al., 1999).  
TABLA 5. Bacterias lácticas utilizadas como cultivos iniciadores en la industria alimentaria 
(Fuente: Leroy y De Vuyst, 2004) 































Como probióticos, las BL han demostrado que pueden producir efectos 
beneficiosos en la prevención y tratamiento clínico de diarreas (Heyman y Ménard, 
2002), en la mejora de la digestión de la lactosa en individuos deficientes en lactasa 
(Mustapha et al., 1997), en la prevención y tratamiento de ciertas alergias y 
Vino 
Sake 
Lc. lactis subsp. lactis; Lc. lactis subsp. cremoris 
Lc. lactis subsp. lactis var. diacetylactis, L. delbrueckii 
subsp. lactis, L. helveticus,  S. thermophilus 
 
Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. lactis var. 
diacetylactis 
Lc. lactis  subsp. cremoris, Ln. mesenteroides subsp. 
cremoris 
 
S. thermophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus 
 
L. casei, L. acidophilus, L. rhamnosus, L. johnsonii, 
B. lactis, B. bifidum, B. breve 
 
L. kefir, L. kefiranofacies, L. brevis 
 
L. sakei, L. curvatus 
 
P. acidilactici, P. pentosaceus 
 
L. alimentarius, C. piscicola 
 
Ln. mesenteroides, L. plantarum, P. acidilactici 
Ln. mesenteroides, L. pentosus, L. plantarum 
Ln. mesenteroides, P. cerevisiae, L. brevis, L. plantarum 
 
L. sanfranciscensis, L. farciminis, L. fermentum, L. brevis, 
L. plantarum, L. amylovorus, L. reuteri, L. pontis, L. panis, 







enfermedades inflamatorias del intestino, en la modulación de los mecanismos 
inmunitarios a nivel de las mucosas, en el aumento de la capacidad de los linfocitos 
para producir diversas citoquinas o en el tratamiento de la hipercolesterolemia, 
entre otros (Salminen et al., 1998).  
Los géneros de BL más utilizados y estudiados como probióticos son: 
Lactobacillus, Streptococcus y Bifidobacterium y las preparaciones comerciales 
disponibles contienen con mucha frecuencia las especies L. delbrueckii subsp. 
delbrueckii, L. acidophilus, L. casei, L. fermentum, L. plantarum, L. brevis, L. lactis, L. 
reuteri y L. johnsonii.  
La demanda creciente de los consumidores, cada día más preocupados por 
la salud, es la razón por la que el mercado internacional de estos productos no ha 
dejado de incrementarse en los últimos años. 
Otra de las aplicaciones de las BL es en la producción industrial de diversos 
productos como el ácido láctico, el etanol, biopolímeros como los dextranos, o las 
bacteriocinas. Así por ejemplo, en los últimos años se ha incrementado de manera 
notable el uso de bacterias lácticas productoras de exopolisacáridos (EPS) como Ln. 
mesenteroides, especie capaz de producir dextranos en medios hipersacarosados, 
en la elaboración de algunos productos lácteos fermentados, yogures batidos y 
descremados o quesos de bajo contenido graso. La presencia de estos polímeros 
naturales aumenta la viscosidad, mejora la textura y evita el desuerado y por 
consiguiente hace innecesario el uso de agentes viscosizantes o texturizantes 
artificiales, obteniéndose alimentos 100% naturales. Algunos de estos biopolímeros 
tienen además importantes propiedades probióticas y/o prebióticas.  
Las bacteriocinas son también importantes productos de interés como 
conservantes, si bien su utilización está supeditada a la modificación de la 
legislación vigente. La nisina es la única cuya utilización como conservante 
alimentario está autorizada actualmente. 
Por último, merece ser mencionada una de las aplicaciones más 
innovadoras que es su utilización como vehículo oral para vacunas. Características 
de las BL tales como, su carácter “amigable” con la flora de la mucosa 
gastrointestinal y vaginal, su carácter no invasivo, la capacidad para permanecer 




viables en el organismo un tiempo adecuado (10-15 días) y la de ser capaces de 
llegar a distintos lugares en el organismo, las convierten en un vehículo ideal para 
expresar o liberar antígenos y/o proteínas terapéuticas en los lugares más 
recónditos del organismo. Algunos autores (Salminen et al., 1998; Naidu et al., 
1999) han estudiado su utilización como vehículo para la inmunización oral contra 
microorganismos patógenos.  
3. LOS ENCURTIDOS 
Los encurtidos son “hortalizas y verduras a las que se adiciona sal, que 
pueden sufrir o no un proceso de fermentación láctica y que se conservan en 
vinagre”, quedando excluidos de esta definición aquellos cuyo pH sea superior a 
4,5. Además del vinagre, que es el ingrediente esencial, el líquido de gobierno 
puede tener otros componentes como azúcar, hierbas aromatizantes o ajo, 
dependiendo del tipo de producto y de su elaboración (Rodrigo y Martínez, 1991). 
Por sus características organolépticas son un complemento ideal de ensaladas 
siendo consumidos habitualmente como aperitivo. 
La mayoría de los vegetales han sido o pueden ser conservados por 
fermentación, pero los más conocidos son las aceitunas, de las que España es el 
primer productor, los pepinillos y la col ácida y, en menor grado otros muchos 
como las alcaparras, las cebolletas, las zanahorias, la coliflor o las berenjenas. En el 
mercado existen actualmente una gran variedad de preparados que hacen las 
delicias de los consumidores. 
La técnica de conservación de alimentos por salado y fermentación es muy 
antigua y aunque actualmente existen otras más modernas, se mantiene no tanto 
como sistema de conservación sino por otros interesantes motivos, como por 
ejemplo porque: 
• Proporciona al producto cualidades organolépticas muy apreciadas 
• Requiere en comparación con otros métodos de conservación 
(ultracongelación, deshidratación...) un bajo coste en instalaciones y un 




• La acción de las bacterias lácticas aporta nutrientes adicionales 
• Se trata de alimentos “seguros” en los que el riesgo de intoxicación por 
consumo es prácticamente inexistente. 
La técnica tradicional de fermentación de vegetales, es un tanto empírica 
siendo la microbiota epifítica de los frutos la que lleva a cabo la fermentación 
espontánea de los azúcares que procedentes de los frutos, se encuentran en la 
salmuera. El tipo de sustrato a fermentar y las condiciones ambientales son en este 
caso las que seleccionan los microorganismos que llevarán a cabo el proceso 
(Rodrigo et al., 1969). 
En general, este proceso tiene distintas fases o etapas: 
− Fase de acondicionamiento en ésta se llevan a cabo todas las operaciones 
previas necesarias para acondicionar los frutos (lavado, pelado, calibrado, 
etc.), que serán distintas en cada caso. 
− Fase de fermentación que puede o no realizarse, dependiendo del producto 
que se elabore.  
− Fase de elaboración propiamente dicha que es aquella en la que el 
producto obtenido es envasado en un líquido de gobierno adecuado para 
su comercialización.   
3.1. LA BERENJENA DE ALMAGRO 
La Berenjena de Almagro es un encurtido tradicionalmente elaborado en 
la provincia de Ciudad Real (Castilla-La Mancha, España) en la zona de Almagro y 
colindantes, para el que se utiliza como materia prima una variedad de berenjena 
autóctona, Solanum melongena L. var. esculentum depressum o Almagro. Esta 
variedad es el resultado de la selección efectuada por los propios agricultores, 
caracterizándose por su pequeño tamaño, las hojas del cáliz recubren 
prácticamente el fruto, y por su color verde amarillento. 
En el año 1994 (Orden 15 de Julio 1994. D.O.C.M. Nº 36, 1994) se crea el 
Consejo Regulador de la Indicación Geográfica Protegida (IGP) “Berenjena de 
Almagro”, cuyo Reglamento (CE nº 2400/96) fue publicado en el Diario Oficial de 




la Comunidad Europea en el año 1996 (nº L327 p. 11 18-12-1996), siendo por 
tanto una de las primeras hortalizas españolas en alcanzar este reconocimiento. 
Según los datos proporcionados por este Consejo Regulador, en el año 
2004 se comercializaron 1400 Tm de Berenjenas acogidas a esta IGP lo que 
proporcionó unos beneficios de 3,47 millones de euros. Es de destacar el hecho de 
que en los últimos 5 años se ha duplicado la producción, lo que da idea de la 
importancia que este producto tiene para la región. 
3.1.1. Vínculo con el medio 
a) Histórico 
El cultivo de la berenjena procede según diversos estudios, de zonas 
subtropicales, tropicales y asiáticas, tales como la India, China o Birmania. A través 
de la ruta de la seda y de la mano de los árabes, auténticos especialistas en la 
elaboración de platos y conservas con hortalizas, la berenjena habría emigrado 
hacia occidente. Es en el mundo musulmán, donde la berenjena adquiere su 
importancia y su nombre, que deriva del árabe “albadinjan”, término ya citado en el 
siglo X en el Calendario de Córdoba de Arib. Su cultivo en la península ibérica se 
remonta a la época de la dominación árabe desde donde la berenjena se habría 
difundido lentamente a otros países europeos y a América. Son numerosas las 
referencias a la berenjena tanto en la literatura clásica como en el habla popular, 
incluso Cervantes las nombra en su universal novela “Don Quijote de la Mancha” 
poniendo en boca de Sancho: “He oído decir que los moros son amigos de las 
berenjenas…”.  
La Berenjena de Almagro es un producto consumido de forma habitual 
como aperitivo, cuyo aliño artesanal con vinagre, aceite vegetal, sal común, 
comino, ajo, pimentón y agua, se practica desde tiempos remotos. A principios de 
siglo los lugareños compraban las berenjenas a sus cultivadores en la época de 
recogida y las envasaban en orzas vidriadas, variando la composición del aliño en 
función del tiempo previsto de consumo. Eran muchas las casas en las que se 
aliñaban berenjenas, y aunque la fórmula era sobradamente conocida, existían 
especialistas en dar el “punto” de aliño, que eran muy solicitados. Con el tiempo, su 





Zona geográfica: La superficie territorial amparada por la IGP “Berenjena 
de Almagro” es de 108.616 hectáreas y engloba seis términos municipales situados 
en el corazón de la Mancha y pertenecientes a la Comarca del Campo de Calatrava 
en Ciudad Real: Aldea del Rey, Almagro, Bolaños de Calatrava, Calzada de 
Calatrava, Granátula de Calatrava y Valenzuela de Calatrava. 
En esta zona es donde tradicionalmente se ha elaborado la Berenjena 
aliñada y es de una de estas localidades, Almagro, de donde toma su nombre. 
 
FIGURA 6. Mapa de la zona acogida a la IGP Berenjena de Almagro 
Altimetría: La altitud media de la zona es de unos 680 metros sobre el nivel 
del mar, existiendo numerosas elevaciones no muy pronunciadas, que pueden 
sobrepasar los 900 metros. 
Geomorfología y orografía: La zona presenta un relieve bastante 
homogéneo, donde las llanuras se ven constantemente interrumpidas por 
pequeños cerros y lomas que resisten a la erosión. 
Suelo: Los suelos son calizo-arcillosos, con un horizonte aluviar y de 
desintegración “in situ”, de color rojizo claro y de bajo contenido en materia 




orgánica, y otro horizonte inferior de acumulación de carbonatos cálcicos que en 
muchas ocasiones está cementado. Estos suelos, siempre que exista un buen 
aporte de materia orgánica vegetal y un riego adecuado, son idóneos para el 
cultivo de las berenjenas de Almagro.  
Clima: El clima es mediterráneo continental de carácter extremado con 
grandes oscilaciones, inviernos muy fríos y veranos calurosos, alcanzándose en 
ocasiones los 40 ºC, y con grandes diferencias de temperatura entre el día y la 
noche. Si el cultivo tiene suficiente humedad en el suelo, las temperaturas altas 
favorecen la vegetación, dando frutos uniformes y de buena calidad. La 
pluviometría media es de 430 mm3/año, concentrándose las lluvias en invierno 
(33%), primavera (30%) y  otoño (27%). Los veranos son prolongados y secos.  
Hidrografía: La zona es muy escasa en aguas superficiales por lo que 
prácticamente todo el cultivo de berenjenas se riega con agua del subsuelo. 
3.1.2. El cultivo de las berenjenas de Almagro 
La berenjena de Almagro es una variedad más próxima a la variedad 
silvestre, que otras berenjenas destinadas al consumo humano.  
Los agricultores de la comarca son los que seleccionan y propagan las 
semillas ya que es un producto de agricultura familiar, con explotaciones que no 
superan las 1,55 Ha, por término medio.  
La planta de la berenjena es muy esquilmante, por lo que se intenta no 
repetir el cultivo en la misma parcela hasta pasados al menos 6-7 años. 
La siembra se hace en semillero, aproximadamente en el mes de febrero, y 
se trasplanta al terreno de asiento durante el mes de mayo, previo laboreo, 
estercolado y abonado mineral del mismo. El marco de plantación más común en 
esta zona es de 50 cm entre plantas y de 70-80 centímetros en línea, siendo la 
densidad de plantación de unas 25.000 plantas por hectárea.  
El laboreo previo a la plantación suele consistir en dos labores, una 
profunda en invierno que se aprovecha para envolver el estiércol y otra más 
superficial 15 días antes de la plantación, en la que se añade un abono mineral. 




El cultivo de la berenjena es bastante exigente en lo que a temperatura e 
iluminación se refiere. Para una germinación óptima, requiere temperaturas en 
torno a los 22-25 ºC, y para un correcto desarrollo, son necesarios entre 20 y 30 ºC 
durante el día y entre 15 y 20 ºC durante la noche, siendo bastante sensible a las 
heladas y considerablemente resistente a las altas temperaturas. De la misma 
manera, requiere una fuerte iluminación para su desarrollo y floración. En cuanto a 
la humedad relativa, su óptimo está entre un 60 y un 70%.  
En cuanto a las exigencias hídricas del cultivo, hay que señalar que la 
berenjena es un cultivo con una elevada resistencia al estrés hídrico, por lo que tras 
una época de sequía, tiene facilidad para recuperarse. Sin embargo, para que el 
fruto tenga unas características adecuadas debe disponer, especialmente durante 
la fructificación, de agua en abundancia. Como en la zona de cultivo los aportes de 
lluvia no suelen ser suficientes, es habitual complementar con riegos que se 
distribuyen con la periodicidad necesaria. 
Los suelos ideales para el cultivo de la berenjena son los de textura arcillo-
arenosa, que aseguran la percolación del agua hacia capas más profundas y evitan 
el encharcamiento cerca de las raíces, si bien pueden cultivarse también en suelos 
arcillosos y compactos. El pH óptimo se encuentra entre 6 y 7.2, aunque puede 
resistir valores más alcalinos. Resiste la salinidad y requiere de la presencia de 
materia orgánica, puesto que se trata de un cultivo muy exigente en elementos 
nutritivos. No obstante, si se abona en exceso puede producirse un desarrollo 
vegetativo excesivo en detrimento de la floración y de la fructificación.  
El fruto de la variedad usada en la elaboración de las “Berenjenas de 
Almagro” es una baya carnosa de color verdoso cuando está cubierta por el cáliz, 
tornándose de color morado u oscuro si se encuentra descubierta. Suele tener 
forma redondeada, piriforme o aovada, y una longitud de unos 7 a 10 cm. Estas 
características la convierten en un producto muy apropiado para la elaboración 
industrial.  





FIGURA 7. Frutos utilizados en la elaboración de Berenjenas de Almagro 
La pulpa presenta una coloración blanquecina y en su interior pueden 
distinguirse las semillas cuando el fruto está maduro y es característica la presencia 
de espinas en las brácteas y en el pedúnculo. 
La recolección es manual y se realiza cada 3 ó 4 días, cuando los frutos 
alcanzan el momento de madurez óptima. La campaña suele iniciarse en el mes de 
julio y finaliza en el mes de noviembre con la bajada de las temperaturas, si bien 
este periodo puede variar con las condiciones climatológicas. 
3.1.3. Elaboración de las Berenjenas de Almagro 
La primera referencia escrita en la que se describen con cierto detalle las 
etapas del proceso de elaboración de las “Berenjenas de Almagro”, es el estudio 
publicado por Morales Mocino en 1985, que incluye un esquema del proceso de  
elaboración (Figura 8), aunque no hace alusión alguna al proceso microbiológico 






FIGURA 8. Esquema del proceso de elaboración tradicional de las “Berenjenas de Almagro” 
(Fuente: Morales Mocino, 1985) 




Años más tarde, cuando en Julio de 1994 se crea el Consejo Regulador 
“Berenjena de Almagro”, con el objetivo de controlar y garantizar la calidad del 
producto acogido a la IGP “Berenjena de Almagro”, se hace público en el D.O.C.M. 
un Reglamento donde se recogen tanto aspectos referidos a las características de la 
materia prima y del producto acabado, como aquellos del proceso de elaboración, 
que serán de obligado cumplimiento para el producto que quiera acogerse a esta 
IGP. Este reglamento indica además que los controles serán realizados por los 
veedores del Consejo, tanto en campo como en fábrica, comprobando entre otros 
aspectos la producción, la procedencia y la calidad tanto de la materia prima como 
del producto acabado.  
Seguidamente, y a modo de resumen, se incluyen los artículos 8º y 9º del 
Capítulo Tercero de este Reglamento, que recogen algunos aspectos de la materia 
prima y del proceso de elaboración, interesantes en nuestro estudio. 
Artículo 8º  
1. La zona de producción y elaboración estará compuesta por los términos 
municipales de Aldea del Rey, Almagro, Bolaños, Calzada de Calatrava, Granátula 
de Calatrava y Valenzuela de Calatrava. 
2. Las berenjenas protegidas por la Denominación Específica “Berenjena de 
Almagro” destinadas a conserva deberán ser frutos frescos y tiernos de la especie 
Solanum melongena L. var. esculentum depressum o Almagro, que corresponde a 
la siguiente descripción morfológica. 
• El fruto es una baya carnosa de forma variable (redonda, alargada, 
aperada...) y de colores muy diversos (verde, morado, violeta...). 
• El fruto maduro tiene forma piriforme de longitud variable y es 
pedunculado. 
• La baya se encuentra en su mayor parte cubierta por el cáliz y es de una 
tonalidad verde pálido, tornándose de color violáceo la parte descubierta por la 







1. Todas las berenjenas que vayan a ser amparadas por la Denominación 
Específica deberán ser seleccionadas cuidadosamente, antes de someterlas al 
proceso de elaboración, eliminando aquellas que estén dañadas, alteradas, etc. 
2. La elaboración de la “Berenjena de Almagro” comprenderá los siguientes 
procesos: 
• ESCALDADO: éste se efectuará de 5 a 20 minutos y, en todo caso, el 
tiempo suficiente para inhibir la actividad microbiana indeseable y que los frutos 
conserven la textura sin ablandarse. 
• FERMENTACIÓN: una vez cocidas las berenjenas, se someten a un proceso 
de fermentación en recipientes adecuados, donde se le agregará el aliño 
correspondiente. El tiempo de fermentación estará comprendido entre cuatro y 
veinte días. 
• ALIÑO: comprenderá los productos: vinagre, aceite vegetal, sal común, 
cominos, ajos, pimentón y agua. Se podrán utilizar los aditivos que autoricen las 
normas de calidad correspondientes. 
• ENVASADO: se efectuará con los procedimientos mecánicos permitidos y 
en condiciones de higiene y conservación necesarios, en recipientes metálicos, de 
vidrio o de otros materiales amparados por la legislación vigente. 
3. Atendiendo a su forma de elaboración y presentación, la Denominación 
Específica, ampara las siguientes denominaciones comerciales: 
• Aliñadas, que serán frutos enteros con brácteas y pedúnculo sin más 
adición que su propio aliño. 
• Embuchadas, son aliñadas con un corte en la parte superior que se rellena 
con un trozo de guindillón de pimiento natural, sujeto con un tallo de hinojo que 
atraviesa la berenjena. 
• Embuchadas con pasta de pimiento, sustituyendo el pimiento natural por 
pasta de pimiento, elaborada con pimiento, alginato sódico, goma guar y cloruro 
cálcico. 




• Troceadas, frutos desprovistos de brácteas y pedúnculo. El resto del fruto 
troceado. 
4. El análisis del producto elaborado estará en torno a las siguientes 
cantidades: 
PROTEÍNAS (%).................................  1-2,5 
GRASA VEGETAL (%).........................0,2-1,5 
HIDRATOS DE CARBONO (%)........3-4,5 
CALCIO (ppm)...................................  400-1000 
POTASIO (ppm).................................. 500-2500 
FÓSFORO (%).......................................0,01-0,04 
FIBRA (%)...............................................0,5-3 
pH............................................................. ≤ 5 
De la lectura de este documento y de la breve descripción que en el mismo 
se hace del proceso de elaboración, en especial de la etapa de fermentación y de 
los aspectos microbiológicos de la misma, se desprende un gran desconocimiento 
de lo que en ella ocurre.  
La fabricación, aunque simple en esencia, es un proceso laborioso donde  
coexisten algunas prácticas tradicionales con nuevas tecnologías de producción. 
En este podemos distinguir 4 etapas fundamentales: 
Pelado y selección: Estas operaciones se realizan manualmente. En el 
pelado se corta el pedúnculo y las brácteas para que no sobresalgan de los frutos y 
se eliminan el mayor número de espinas. Al mismo tiempo se lleva a cabo la 
selección, descartando los frutos que no reúnen las condiciones de tamaño, color o 
textura adecuadas. A continuación las berenjenas son calibradas y clasificadas por 
tamaños utilizándose para este fin clasificadoras mecánicas.  
Escaldado: también denominado “cocido” de la berenjena. Las berenjenas 
son depositadas en grandes jaulas de acero inoxidable (Figura 9), que se sumergen 
en agua hirviendo el tiempo que el “experto” considera adecuado en función del 





FIGURA 9. Jaula utilizada en el escaldado 
Fermentación: las berenjenas escaldadas son depositadas de forma 
cuidadosa en barriles, frecuentemente de plástico, a los que seguidamente se 
añade el aliño o “salmuera”. Las berenjenas son dejadas fermentar (Figura 10) de 
forma espontánea durante un tiempo que varía con el fabricante.  
La salmuera que se añade a los fermentadores, se prepara siguiendo una 
receta “secreta” transmitida de generación en generación y, aunque su 
composición es muy diversa, siempre tiene como ingredientes fundamentales 
vinagre, sal y agua, a los que se añaden diferentes especias y condimentos. 
 
FIGURA 10. Berenjenas en fermentación 




Envasado: tras la fermentación las berenjenas son acondicionadas de 
distinta forma según el producto que vaya a ser preparado (aliñadas, embuchadas, 









FIGURA 11. Distintos preparados de Berenjenas de Almagro 
El envasado se realiza tanto en envases metálicos como de vidrio, con un 
líquido de gobierno compuesto básicamente por sal, vinagre y especias. 
En la etiqueta de los productos acogidos a la IGP deben mencionar en su 





   
FIGURA 12. Etiquetado de los productos acogidos a la IGP 
Las características organolépticas de la Berenjena de Almagro vienen 
determinadas por el tipo de elaboración. La textura depende fundamentalmente 
del momento de la recolección de los frutos y del ablandamiento producido 
durante las etapas de cocción y de fermentación. Su sabor es también muy variable 
dependiendo fundamentalmente de la composición del aliño. Es tradicional la 
colocación de una varilla de hinojo en el extremo lo que le proporciona un sabor 
muy peculiar.  
El Consejo Regulador no 
dispone todavía de una ficha de 
cata oficial para evaluar la calidad 
sensorial del producto acogido a la 
IGP, aunque tenemos noticias de 
que está en fase de preparación. 
Por último indicar que se 
han descrito numerosos beneficios 
para la salud derivados de su 
consumo, consecuencia de sus 
características nutricionales. Así por ejemplo, su elevado contenido en fibra hace 
mejorar el tránsito gastrointestinal. Entre sus características bromatológicas merece 
ser destacado su elevado contenido en vitamina A, ácido ascórbico, riboflavina, 
tiamina y minerales, calcio, fósforo, hierro, sodio y potasio, entre otros. 
 









El proceso tecnológico de elaboración de Berenjenas de Almagro en las 
empresas acogidas a la IGP, ha sido descrito en detalle en la introducción de 
esta memoria. Sin embargo, es necesario indicar que, aunque en esencia éste es 
muy similar en las diferentes empresas, se producen variaciones que pueden 
afectar sustancialmente al proceso y, en definitiva, a las características del 
producto obtenido.  
En un estudio de tipificación de la Berenjena de Almagro realizado por 
Ballesteros (1996), se encontraron diferencias significativas en algunas 
características físicas (textura), químicas y sensoriales en las Berenjenas de 
Almagro comercializadas, lo que a criterio de este autor resulta del todo 
inaceptable para el consumidor especialmente cuando, como ocurre en este 
caso, se trata de un producto acogido a una IGP. Ballesteros en ese trabajo 
cias podría ser la participación de una 
n lo que ha sido al menos en parte 
capítulo anterior.  
indicaba que el origen de estas diferen
microbiota diferente en la fermentació
corroborado en el estudio descrito en el 
Hasta el momento de iniciar este trabajo, los estudios realizados en 
nuestro laboratorio para conocer la microbiota participante en la fermentación 
espontánea de la Berenjena de Almagro (Sánchez et al., 2000, 2003, 2004), se 
habían realizado utilizan o muestras de salmuera tomadas de una de las 
principales industrias ela pero no teníamos conocimiento alguno de 
lo que ocurría en otras empresas acogidas a esta IGP.  
d
boradoras, 
Planteamos entonces un estudio con un doble objetivo i) conocer la 
diversidad genética de la microbiota láctica presente en la salmuera de 
fermentación de otras dos industrias elaboradoras, para compararla con 
aquella descrita por Sánchez et al. (2000) y ii) conocer la variabilidad 
existente en la composición de la microbiota láctica entre campañas en una 
misma empresa, para lo cual, se tomaron muestras de la misma en la que 
lo hicieron Sánchez et al. (2000). De este forma pretendíamos conocer si, al 
igual que ocurre en otras fermentaciones de alimentos (Marcellino et al., 
2001; Sánchez et al., 2005),  







La industria tradicional de elaboración de Berenjenas de Almagro, como 
toda industria artesanal, adolece de defectos y carencias, algunos de ellos ligados 
inevitablemente a la recolección de una sola cosecha anual de los frutos que son su 
materia prima. Es ésta una industria estacional, con campañas de 3 ó 4 meses de 
trabajo intenso, y un largo periodo de inactividad hasta la campaña siguiente lo 
que 1) plantea importantes inversiones económicas que se recuperan lentamente, 
2) impide una programación económica y financiera competitiva y 3) obliga a tener 
una gran cantidad de producto inmovilizado, en espera de demandas imprevistas. 
Como hemos descrito en la introducción de esta memoria, el 
procedimiento de elaboración utilizado por la industria es un tanto empírico y 
consiste en una fermentación espontánea en la que participa la microbiota epifítica 
presente en los frutos, en su mayor parte constituida por bacterias lácticas, y 
aquella otra adaptada a las instalaciones. Este tipo de procesos están por tanto 
expuestos a numerosos problemas, que limitan su rendimiento y pueden afectar a 
la calidad final del producto. En muchos casos, es difícil predecir el curso de la 
fermentación ya que ésta depende de muchos factores, algunos de los cuales son 
difícilmente controlables. Así por ejemplo, la carga microbiana de los frutos frescos, 
puede variar sustancialmente y esto incuestionablemente, influirá de una manera 
decisiva en el curso de la fermentación, tanto que en condiciones desfavorables 
puede detenerse e incluso, en el peor de los casos, puede no iniciarse. 
En consecuencia, y para la obtención de un producto de calidad, sería 
necesario realizar un control del proceso, en especial de la etapa que pudiéramos 
considerar más determinante del mismo, la de la fermentación, como ocurre en la 
elaboración de otros alimentos fermentados.  
La utilización de cultivos iniciadores es, en muchos casos, una buena 
alternativa a la fermentación espontánea, no sólo porque disminuye la 
probabilidad de que se produzcan fermentaciones anómalas sino también, porque 
los productos así obtenidos son de características organolépticas uniformes.  
Son muchos los autores que afirman (Daeschel y Fleming, 1984; Rodrigo et 




iniciador es un proceso complejo que requiere, no sólo un estudio ecológico de los 
ecosistemas naturales de fermentación para conocer la microbiota presente en los 
mismos, sino también el estudio de las propiedades tecnológicas y fisiológicas de 
las cepas predominantes, para seleccionar aquellas que posean las mejores 
características para ser utilizadas a nivel industrial (Quiberoni et al., 1998). Sin duda, 
la microbiota existente en los procesos artesanales será la mejor adaptada a las 
condiciones de estos, y con su utilización podrá asegurarse el mantenimiento de las 
características de tipicidad propias de los productos que se elaboran. 
Es necesario indicar que actualmente existe una gran preocupación por la 
continua pérdida de biodiversidad microbiana que se está produciendo como 
consecuencia del cambio hacia una producción industrial a gran escala, de 
alimentos típicos de la dieta mediterránea que, tradicionalmente se elaboraban 
siguiendo prácticas ancestrales. Una de las propuestas que contribuirá, aunque de 
forma indirecta, a la preservación de la diversidad genética y de genotipos 
microbianos desconocidos, es el aislamiento de los microorganismos presentes en 
estas fermentaciones responsables por tanto de las características finales de estos 
productos, y su conservación ex situ. 
En el caso que nos ocupa, el de la elaboración de las Berenjenas de 
Almagro, fue hace unos años cuando en nuestro laboratorio, y a solicitud de una 
industria elaboradora, se inició un estudio para conocer la viabilidad de utilizar la 
congelación como método de conservación de las berenjenas, con el fin de alargar 
el período de producción y evitar, en la medida de lo posible, los problemas 
derivados de la estacionalidad, anteriormente mencionados. Con este se inició un 
amplio proyecto cuyos objetivos fueron 1) la caracterización del producto y 2) el 
conocimiento de los aspectos microbiológicos del proceso de elaboración, para la 
mejora de un producto como este de gran interés regional. 
En el estudio de caracterización de las Berenjenas de Almagro comerciales 
realizado por Ballesteros (1996), se estudiaron sus propiedades físicas y mecánicas 
(textura), su composición química, color y defectos, y se pusieron de manifiesto 
importantes diferencias entre las mismas, algunas de ellas producidas sin duda, 




Los buenos resultados obtenidos en los estudios de congelación de las 
berenjenas (Universidad de Castilla-La Mancha, 1997), abrieron nuevas 
perspectivas a la industria de este sector y nos plantearon importantes retos en 
nuestra investigación, como el conocer que sucedería cuando se fermentaran 
frutos congelados en épocas del año distintas de las habituales, cuando las 
condiciones ambientales no fueran las más adecuadas. En este punto nos 
planteamos la necesidad y conveniencia de utilizar cultivos iniciadores como 
alternativa a la fermentación espontánea tradicional, lo que también evitaría los 
problemas de variabilidad encontrados en el producto comercial.  
La selección de cepas con potencial para ser utilizadas como cultivo 
iniciador se inició con el estudio de la microbiota participante en la fermentación 
espontánea de las Berenjenas de Almagro, objeto de la Tesis Doctoral de la Dra. 
Sánchez (2002) y se ha continuado con los trabajos realizados en esta Tesis 
Doctoral, cuyos resultados se presentan en esta Memoria. 
Coincidiendo con las investigaciones de la Dra. Sánchez, y antes de la 
caracterización fisiológica y tecnológica de las cepas, se realizaron dos estudios 
preliminares, Capítulos 1 y 2 de esta memoria, cuyos objetivos fueron el estudio del 
efecto de la congelación de los frutos y de la influencia de la utilización de cultivos 
iniciadores en la fermentación y en las características sensoriales de las Berenjenas 
de Almagro. 
Con los resultados obtenidos en éstos se consideró conveniente proceder a 
la caracterización de las cepas obtenidas por la Dra. Sánchez, para seleccionar 
aquellas más adecuadas, y una vez seleccionadas, se realizaron estudios de 
implantación tanto a escala de laboratorio como a escala industrial. Estas 
investigaciones se recogen en los Capítulos 3 y 4 de esta Memoria. 
Por último se ha realizado un estudio para conocer la biodiversidad de la 
microbiota láctica presente tanto en distintas empresas elaboradoras como en 
diferentes campañas de elaboración en una misma empresa. El objetivo de este era 
conocer el porqué de las diferencias en las características organolépticas 
encontradas en las Berenjenas de Almagro comerciales. Los resultados de este 






 Los objetivos de esta Tesis Doctoral son: 
1) La caracterización tecnológica de cepas autóctonas aisladas de la 
fermentación espontánea de Berenjenas de Almagro. 
2) La selección de un cultivo iniciador  para dirigir esta fermentación. 
3) El estudio de la diversidad genética de la microbiota láctica en distintas 






El proceso tecnológico de elaboración de Berenjenas de Almagro en las 
empresas acogidas a la IGP, ha sido descrito en detalle en la introducción de 
esta memoria. Sin embargo, es necesario indicar que, aunque en esencia éste es 
muy similar en las diferentes empresas, se producen variaciones que pueden 
afectar sustancialmente al proceso y, en definitiva, a las características del 
producto obtenido.  
En un estudio de tipificación de la Berenjena de Almagro realizado por 
Ballesteros (1996), se encontraron diferencias significativas en algunas 
características físicas (textura), químicas y sensoriales en las Berenjenas de 
Almagro comercializadas, lo que a criterio de este autor resulta del todo 
inaceptable para el consumidor especialmente cuando, como ocurre en este 
caso, se trata de un producto acogido a una IGP. Ballesteros en ese trabajo 
s podría ser la participación de una 
lo que ha sido al menos en parte 
ítulo anterior.  
indicaba que el origen de estas diferencia
microbiota diferente en la fermentación 
corroborado en el estudio descrito en el cap
Hasta el momento de iniciar este trabajo, los estudios realizados en 
nuestro laboratorio para conocer la microbiota participante en la fermentación 
espontánea de la Berenjena de Almagro (Sánchez et al., 2000, 2003, 2004), se 
habían realizado utilizan o muestras de salmuera tomadas de una de las 
principales industrias ela pero no teníamos conocimiento alguno de 
d
boradoras, 
lo que ocurría en otras empresas acogidas a esta IGP.  
Planteamos entonces un estudio con un doble ob
diversidad genética de la microbiota láctica pre
fermentación de otras dos industrias elaboradoras, pa
aquella descrita por Sánchez et al. (2000) y ii) cono
 la composición de la mic
jetivo i) conocer la 
sente en la salmuera de 
ra compararla con 
cer la variabilidad 
existente en robiota láctica entre campañas en una 
misma empresa, para lo cual, se tomaron muestras de la misma en la que 
lo hicieron Sánchez et al. (2000). De este forma pretendíamos conocer si, al 
igual que ocurre en otras fermentaciones de alimentos (Marcellino et al., 
2001; Sánchez et al., 2005),  
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Efecto de la congelación de 
los frutos en la fermentación 
y en las características 






Las primeras referencias de la utilización del frío para la conservación de 
alimentos datan del año 1000 a.C. en China. Más tarde, fueron los griegos y los 
romanos los que empezaron a almacenar los alimentos en sótanos en los que 
previamente habían comprimido abundante nieve (Archer, 2004), y es en Francia 
en el siglo XVI cuando comienza a fabricarse hielo con fines alimentarios (Lund, 
2000). En las primeras décadas del siglo XX, se desarrollan las tecnologías 
necesarias y ocurre la que se denomina “revolución” de los alimentos congelados.  
La conservación de los alimentos mediante congelación constituye un 
método eficaz para mantener durante largo tiempo, y casi inalteradas, las 
características originales de muchos alimentos que, o son perecederos o 
estacionales, en cuyo caso el tratamiento de congelación permite consumirlos en 
cualquier época del año (Canet, 1985; Lafuente, 1985). Esto se consigue gracias a 
que la congelación inhibe o ralentiza las reacciones enzimáticas y la actividad de 
los microorganismos. Adecuadamente aplicada, la congelación permite mantener 
los atributos de calidad y el valor nutritivo de los alimentos, produciéndose 
únicamente en algunos casos cambios en la textura. Por todo ello, es actualmente 
el método de conservación de alimentos más utilizado, pudiendo aplicarse a un 
gran número de ellos.  
En el caso de los productos hortofrutícolas, la congelación puede aplicarse 
tanto a elaborados, como a semielaborados, como a materias primas frescas o 
previamente acondicionadas, que serán posteriormente transformadas.  
La congelación de vegetales, cuando se realiza en óptimas condiciones, 
permite conservar su calidad durante periodos que oscilan entre los 12 y los 36 
meses, si bien hay un gran número de factores que pueden influir como son el tipo 
de producto, su madurez y calidad inicial, la forma en que se realice la recolección, 
el tiempo transcurrido entre ésta y el procesado, así como los tratamientos térmicos 
a los que es sometido con anterioridad a la operación de congelación (Sánchez et 
al., 1994). Todos estos factores y su interacción, unido a las posibles deficiencias en 
el mantenimiento de la cadena de frío tras la congelación, hacen patente la 
dificultad de optimizar el proceso en su totalidad, para dar una respuesta 





La congelación propiamente dicha consiste en la disminución de la 
temperatura del producto hasta alcanzar, por lo general, temperaturas de –18 ºC 
en su centro térmico, lo que produce la cristalización de la mayor parte del agua y 
de algunos solutos presentes en el mismo. Es fundamental la velocidad a la que se 
lleva a cabo el proceso, ya que cuando la congelación es demasiado lenta, los 
cristales de hielo formados por la migración de las moléculas de agua desde su 
localización normal hacia los lugares de cristalización, son de gran tamaño y las 
paredes celulares se encuentran sometidas a grandes tensiones internas, que 
pueden causar su ruptura. En la descongelación estos productos perderán gran 
parte de los líquidos intracelulares, lo que puede ir acompañado de una pérdida de 
su valor nutricional (Brown, 1979; Fuster et al., 1980). Si la velocidad de 
congelación es rápida, los cristales que se forman son por el contrario pequeños y 
no existen riesgos de que se produzcan rupturas de las paredes. 
Por otro lado, es interesante tener en consideración el efecto que la 
aplicación de estas temperaturas y la velocidad del proceso, puede tener en la 
microbiota presente en los frutos, especialmente en aquellos casos como el que nos 
ocupa, en el que la materia prima congelada será posteriormente fermentada de 
forma espontánea. Diversos autores (Valles y Mocquot, 1968; Stadhouders et al., 
1971) han indicado que temperaturas de conservación comprendidas entre –20 ºC 
y –40 ºC no producen perdidas considerables en la viabilidad celular.  
Como hemos indicado en la introducción de esta memoria, la elaboración 
de Berenjenas de Almagro tiene un marcado carácter estacional, lo que ocasiona 
importantes problemas para el sector industrial dedicado a su producción. Esta 
problemática hizo que en el área de Tecnología de Alimentos se realizara un 
estudio para conocer la viabilidad de la congelación de las berenjenas, cuyos 
buenos resultados permitieron el desarrollo de una patente (Universidad de 
Castilla-La Mancha, 1997). Finalizado este estudio nos planteamos la necesidad de 
conocer la influencia que la utilización de frutos congelados tendría en la 
fermentación y en la composición de la microbiota láctica participante, así como en 
las características sensoriales del producto fermentado, siendo estos los objetivos 
de este trabajo. 
 80 
Material y métodos 
 
 
1.2. MATERIAL Y MÉTODOS  
1.2.1. Material  
Se utilizaron berenjenas (Solanum melongena L. var. esculentum 
depressum) de un tamaño medio (entre 34 y 44 g) recién recolectados, que 
fueron acondicionados y tratados en las condiciones habitualmente utilizadas 
por la empresa, es decir se cortaron los pinchos y las brácteas para que no 
sobresalieran del fruto y en algunos casos el pedúnculo para dejarlo en torno a 
unos 5 cm de largo. A continuación se lavaron con agua clorada para eliminar 
restos de tierra y contaminantes. 
1.2.2. Diseño experimental  
Este estudio se realizó en las instalaciones de una de las principales 
empresas elaboradoras de Berenjenas de Almagro. 
Se realizaron 2 fermentaciones a escala piloto, una con frutos frescos y 
otra con frutos congelados.  
Los procesos de escaldado y posterior enfriamiento también se 
realizaron como es habitual en la industria. Tras el enfriado las que iban a ser 
congeladas se dispusieron en bandejas de fondo perforado, en una sola capa y 
separadas entre si y se introdujeron a -18 ºC en un armario congelador con 
convección forzada de aire (Conatec HT 8600A), como describen otros autores 
(Canet y Espinosa, 1983; Hung y Thompson, 1989; Martín y Masoud 1997a, b). 
Los frutos se mantuvieron en estas condiciones durante tres meses.  
Se fermentaron 4 lotes de 5 Kg de berenjenas cada uno. Se utilizaron 
barriles de plástico similares a los empleados en la fábrica pero de menor 
capacidad (15 L). Una vez colocadas las berenjenas, los barriles se llenaban con 
salmuera y se tapaban con tapas de plástico agujereadas para evitar que las 
berenjenas flotasen. Dos de los lotes contenían berenjenas escaldadas y 
congeladas (BEC-1 y BEC-2), que se descongelaron al introducirlas en la 
salmuera de fermentación y otros dos contenían berenjenas sólo escaldadas 





La salmuera utilizada fue la de la industria y contenía como ingredientes 
principales ácido cítrico, sal molida, vinagre, Tween 80 y colorante, en 
proporciones adecuadas. Las berenjenas una vez cubiertas con la salmuera, 
fueron dejadas fermentar de forma espontánea a temperatura ambiente 
durante 10 días. 
Para el seguimiento de la fermentación se tomaron muestras de 
salmuera diariamente que fueron analizadas química y microbiológicamente. La 
toma de muestras se realizó en las mejores condiciones de asepsia, en tubos de 
plástico de 10 mL de capacidad, evitando tomar de la capa superior, cubierta 
por un espeso velo. Los tubos se llenaban en su totalidad para evitar espacios de 
cabeza donde se dieran condiciones de aerobiosis y eran mantenidos en 
refrigeración hasta su análisis.  
Cuando finalizaron las fermentaciones, se añadió metabisulfito sódico 
en una concentración del 0,03% (p/v), como se hace tradicionalmente en la 
industria, y transcurridas 24 h las Berenjenas se envasaron en botes de medio 
kilo inmersas en el líquido de gobierno utilizado en la industria. Los botes fueron 
cerrados y pasterizados en las instalaciones de la empresa colaboradora. 
1.2.3. Métodos 
1.2.3.1. Análisis químico 
Las muestras de salmuera fueron centrifugadas (7000 × g /15 min. a 5 
ºC) y el sobrenadante libre de células fue decolorado con carbón activo 
(Panreac) y filtrado en papel Albet 400, hasta conseguir que desapareciera el 
intenso color amarillo del colorante, para evitar de este modo interferencias en 
las determinaciones colorimétricas. 
A continuación se realizaron las siguientes determinaciones: 
a) Glucosa y fructosa 
Se utilizó el test enzimático D-glucosa/D-fructosa (Boehringer Manheimm, 
GmbH., Mannheim, Germany), basado en el procedimiento descrito por Beutler 
(1984) y Kunst et al. (1984). 
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b) Ácidos D y L-láctico 
Se determinaron enzimáticamente usando un kit que contiene D-lactato y L-
lactato deshidrogenasa (Boehringer Manheimm, GmbH., Mannheim, Germany), 
según el método descrito por Gawehn y Bergmeyer (1974) y Gutmann y 
Wahlefeld (1974). 
c) pH 
Se midió con un pHmetro CRISON 2002. 
  Todas las determinaciones se realizaron por duplicado. 
1.2.3.2. Análisis microbiológico 
a) Recuentos y obtención de aislados de bacterias lácticas 
Las muestras de salmuera fueron diluidas en solución salina (NaCl 0,9%, 
p/v) y posteriormente sembradas en agar MRS (Man et al., 1960). Las placas se 
incubaron a 37 ºC durante 48-72 h en jarras de anaerobios utilizando 
generadores de anaerobiosis (Anaerobic System “Anaerogen”, Oxoid). 
Aquellas placas con un número de colonias comprendido entre 30 y 
300 fueron utilizadas para los recuentos, que se expresaron como unidades 
formadoras de colonias por mL (ufc/mL). 
De las placas utilizadas en los recuentos, se tomaron al azar un número 
de aislados igual a la raíz cuadrada del número de colonias contadas (Harrigan 
y McCance, 1976), que fueron cultivados en caldo MRS a 37 ºC durante 24 h en 
aerobiosis.  
b) Purificación y mantenimiento de los aislados 
Los aislados fueron purificados mediante sucesivas resiembras por 
agotamiento en placas de agar MRS, hasta que las colonias crecidas mostraban 
idéntica morfología. Las condiciones de incubación utilizadas fueron las 





La confirmación de la pureza de los cultivos se realizó mediante 
observación microscópica de las células teñidas mediante tinción Gram 
(Bartholomew, 1962). 
Los aislados puros crecidos en caldo MRS se conservaron, con un 20% 
(v/v) de glicerol estéril, a –80 ºC en criotubos. 
c) Identificación fenotípica de los aislados 
Los aislados puros mantenidos en congelación, fueron cultivados dos 
veces en caldo MRS a 37 ºC durante 24 h antes de proceder a su identificación.  
En este estudio se utilizaron como referencia las siguientes cepas de la 
Colección Española de Cultivos Tipo (CECT) siguientes: L. plantarum  220, L. 
brevis  216, L. fermentum 285, Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides 219 y P. 
pentosaceus  923. 
La identificación fenotípica de los aislados, consistió en: 
c.1) Pruebas bioquímicas 
• Prueba de la catalasa 
Se realizó según el procedimiento descrito por Norris et al. (1981).  
• Producción de CO2 por fermentación de la glucosa  
Se determinó en tubos que contenían 10 mL de caldo MRS y una 
campana de fermentación, siguiendo el procedimiento descrito por Müller 
(1990). Los tubos fueron incubados a 37 ºC durante 48 h en aerobiosis. La 
prueba era considerada positiva, si tras la incubación se observaba acumulación 
de gases en la parte superior de la campana. 
• Formación de NH3 por hidrólisis de la arginina 
Como medio de cultivo se utilizó caldo MRS modificado, sin  extracto de 
carne, con un 0,3% (p/v) de arginina (Sigma) y un 0,2% (p/v) de citrato sódico 
que reemplazaba al citrato diamónico (Shaw y Harding, 1984; Schillinger y 
Lücke, 1987). La concentración de glucosa en el medio era del 0,05% (p/v), muy 
inferior al 2% habitual (Hitchener et al., 1982).  
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La lectura de los resultados se realizó tras cinco días de incubación a 37 
ºC en aerobiosis, añadiendo a los cultivos unas gotas del reactivo de Nessler 
(Merck). La aparición inmediata de un color rojo o anaranjado era considerada 
como un resultado positivo.  
• Perfil de fermentación de carbohidratos 
El objetivo de este ensayo fue el agrupamiento de los aislados antes de 
su identificación definitiva con tiras API 50CH. 
Para ello, se siguió el procedimiento descrito por Jayne-Williams (1976) 
utilizando placas de microtitulación. Al medio de cultivo, MRS base sin azúcar 
(Scharlau) que se preparaba 2 veces concentrado, se añadían soluciones 
acuosas de los distintos azúcares. Los azúcares ensayados fueron los descritos 
por Kandler y Weiss (1986): celobiosa, lactosa, xilosa, ribosa, maltosa, trehalosa, 
melezitosa, amigdalina, salicina, fructosa, manitol, melibiosa, galactosa, sacarosa, 
glucosa, sorbitol, rafinosa, manosa, ramnosa, esculina y arabinosa. Las 
soluciones de estos azúcares se prepararon de forma que la concentración final 
en el ensayo fuera del 2%, excepto en el caso de la esculina que, por su escasa 
solubilidad, fue del 1%. Estas soluciones se esterilizaron por filtración utilizando 
filtros de membrana de acetato de celulosa (Millex-GV Millipore CORP) de 0,22 
μm. 
Las células utilizadas como inóculo se prepararon según el  esquema de la 
Figura 1.1. El volumen final en cada pocillo era de 200 μL, 100 μL de la solución 
del azúcar  y 100 μL de inóculo (MRS base + células). Antes de la incubación se 
añadieron a cada pocillo dos gotas de vaselina líquida estéril para crear 
condiciones de anaerobiosis. Todos los ensayos incluían dos controles, uno 
donde no se añadía el inóculo para detectar una posible contaminación del 
medio de cultivo, y otro donde la solución del azúcar había sido sustituida por 
agua, para conocer si el tiempo de incubación en el cultivo de agotamiento 
había sido suficiente.  
El resultado era positivo, es decir la cepa fermentaba el azúcar, cuando se 





medio, a amarillo como consecuencia del descenso de pH. Se consideraba 
débilmente fermentativo cuando el color final era anaranjado. 
 
FIGURA 1.1. Esquema de preparación del inóculo para las placas de microtitulación 
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• Tiras API 50 CH (bioMérieux, Francia) 
Este sistema de identificación fue utilizado con un 20% de los aislados, 
lo que nos permitió confirmar los resultados obtenidos en las placas de 
microtitulación y completar el perfil de fermentación de azúcares. 
Se siguió el procedimiento recomendado por el fabricante. Las galerías 
se incubaron a 37 ºC, efectuándose lecturas a las 24 h y a las 48 h de 
incubación.  
Los perfiles bioquímicos obtenidos fueron interpretados de forma 
automatizada utilizando el sistema informático de identificación microbiana 
APILAB Plus, versión 3.3.3. (BioMérieux, Francia). Este sistema asigna a cada 
perfil bioquímico el taxón más probable aportando la siguiente información: 
El porcentaje de identificación (% Id.): que estima la semejanza entre el 
perfil que se ha introducido en el sistema y el perfil correspondiente al taxón 
que da como respuesta el programa.  
El índice T: que es una estimación de la proximidad del perfil al conjunto 
de reacciones más típico para el taxón correspondiente. Su valor varía entre 0 y 
1 y es inversamente proporcional al número de tests atípicos. 
La calidad de la identificación, que tiene en cuenta los valores del % Id. y 
del índice T, los tests en contra de la identificación y el porcentaje de reacciones 
positivas. 
Además, proporciona información acerca de las pruebas bioquímicas 
complementarias que deben realizarse en el caso de que la identificación sea 
dudosa y/o exista baja discriminación entre dos o más taxones. Estos tests van 
acompañados de los correspondientes porcentajes de reacciones positivas. 
• Configuración del ácido láctico formado a partir de la glucosa 








c.2) Ensayos de crecimiento 
Se ensayaron diferentes temperaturas de crecimiento (5, 15 y 45 ºC) y 
distintas concentraciones de NaCl (40, 65 y 80 g/L) (Kandler y Weiss,1986). 
La preparación de las placas y los criterios utilizados en la interpretación 
de los resultados fueron idénticos a los descritos en los ensayos de fermentación 
de azúcares, excepto en que en los ensayos de crecimiento a diferentes 
concentraciones de NaCl, se sustituyó el indicador rojo de clorofenol por el 
púrpura de bromocresol. Con este, el viraje del color púrpura al amarillo se 
produce a un pH de 5,2, algo superior al necesario para el viraje del rojo de 
clorofenol (4,8), lo que resultaba especialmente útil en estos ensayos, ya que los 
descensos de pH no eran tan acusados. En todos los casos, las placas se 
incubaron en condiciones aerobias efectuándose las lecturas de los resultados a 
los 2 y a los 5 días de incubación. La temperatura de incubación en los ensayos 
de crecimiento con distintas concentraciones de NaCl fue de 37 ºC. 
1.2.3.3. Análisis sensorial 
Dos meses después del envasado, se realizó el análisis sensorial de las 
berenjenas congeladas fermentadas en este estudio (BEC) y de otras 2 muestras 
de marcas comerciales que fueron adquiridas en una gran superficie. Una de las 
marcas era la que comercializa la empresa donde se realizaron las 
fermentaciones. 
Las muestras (Berenjenas enteras) fueron identificadas empleando un 
código de 3 dígitos, una letra central flanqueada por 2 números, y se 
presentaron a los catadores de forma aleatoria en platos de plástico. La 
temperatura de las muestras fue de 20 ºC, siguiendo las recomendaciones de 
Paulus y Reisch (1980). Las muestras fueron catadas por duplicado en sesiones 
diferentes, en una sala de cata con cabinas individuales normalizadas (ISO, 
1988b). Sólo se realizaron sesiones matinales en horario de 12:00 a14:00 horas.  
Los catadores fueron advertidos de que un consumo excesivo de 
muestra durante la degustación podría producir saturación por la liberación de 
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compuestos volátiles aromáticos, y esto podía traducirse en puntuaciones 
superiores a las reales en algunos atributos. 
Se realizaron dos tipos de análisis: 
A) Análisis sensorial descriptivo  
Se contó con la participación de un grupo de 12-14 personas (personal 
docente e investigador del Área de Tecnología de Alimentos) de edades 
comprendidas entre los 21 y los 41 años, algunos de los cuales tenían 
experiencia previa en análisis sensorial. Se seleccionaron según su interés, su 
disponibilidad de tiempo, su capacidad discriminatoria y su agudeza olfato-
gustativa. Su participación en las sesiones no fue remunerada. 
Antes de iniciar el entrenamiento se facilitaron unas nociones básicas 
sobre las técnicas de evaluación sensorial. En las sesiones de entrenamiento se 
utilizaron muestras comerciales. En éstas se presentaban 3 Berenjenas y se 
solicitaba a los catadores que describieran, con los términos que consideraran 
más oportunos, las características olfato-gustativas de las mismas. Con estos 
informes se elaboró un listado de atributos que más tarde fueron discutidos 
para eliminar por consenso aquellos que fueran sinónimos, confusos o poco 
representativos y seleccionar aquellos más adecuados.  
Con estos atributos se preparó una ficha de cata en la que los catadores 
tenían que indicar la intensidad de cada atributo en una escala no estructurada 
de 10 cm. En los extremos de la escala se colocaron los términos “baja o alta 
intensidad” del atributo, excepto en la escala de color donde se emplearon los 
términos  “verde claro” a la izquierda y “verde oscuro” a la derecha, en la de 
dureza donde se puso “blanda” a la izquierda y “dura” a la derecha y en las de 
calidad olfativa, calidad del dejo e impresión global donde se colocó a la 
izquierda el término “pobre” y a la derecha “excelente”.  
En cada sesión se evaluaron 3 muestras diferentes elegidas al azar que 
se colocaban en los platos en todos los órdenes posibles para minimizar 






B) Prueba de preferencia  
En este participaron un grupo de 22 consumidores/estudiantes (60% 
mujeres y 40% hombres). Se evaluaron las 3 muestras elegidas al azar que se 
presentaban en todos los órdenes posibles.  
Se empleó un test hedónico (ISO, 1988a), en el que se proporcionaba a 
los catadores una ficha como la de la Figura 1.2 y se les pedía que tras la 
evaluación global (aspecto, aroma, sabor, textura...) de las Berenjenas, las 
ordenaran según su preferencia.  
 
FORMULARIO 




Por favor, ordene las muestras de acuerdo con su preferencia 
(indicando cada muestra por su clave correspondiente). 
 
Nota: Entre cada una de las muestras proceda a comer colines y beber 
agua para eliminar en lo posible el sabor de la anterior. 
 
MUESTRA              PREFERENCIA         MUESTRA 
MÁS PREFERIDA             INTERMEDIA   MENOS PREFERIDA 
 
¿Por qué la muestra__________   es la más preferida? 
¿Por qué la muestra ______________es la menos preferida? 
 
MUCHAS GRACIAS 
FIGURA 1.2. Ficha de cata empleada en el test hedónico 
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El lugar otorgado por cada consumidor a cada una de las muestras fue 
convertido a un valor numérico para lo cual se asignaba un 1 a la muestra más 
preferida, un 2 a la intermedia y un 3 a la menos preferida. A continuación se 
calculaba para cada muestra un valor que era el sumatorio de las puntuaciones 
obtenidas en las diferentes sesiones. 
1.2.3.4. Análisis estadístico de los resultados 
Para determinar la significación de los valores medios obtenidos para 
cada uno de los atributos evaluados se aplicó la comparación múltiple de 
medias o test de Student-Newman-Keuls, a los resultados del análisis descriptivo, 
usando un nivel de significación de α ≤ 0,05.  
El test de Friedman (O´Mahony, 1986) usando un nivel de significación 
de α ≤ 0,05 fue aplicado a los resultados del test hedónico para determinar si la 
preferencia era o no significativa. Se calcularon los valores de la mínima 
diferencia significativa (LSD “least significant difference”) para averiguar qué 
muestras eran significativamente preferidas a las otras. 
Todos los análisis estadísticos se realizaron usando el programa 





1.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
1.3.1. Evolución de la fermentación 
La Figura 1.3 muestra la evolución de los parámetros físico-químicos y 
los recuentos obtenidos durante la fermentación de las berenjenas congeladas 
(BEC) y no congeladas (BE). Los valores representados son las media de los 

















































































FIGURA 1.3. Evolución de la fermentación. Berenjenas escaldadas y congeladas (BEC)  
y    Berenjenas escaldadas (BE) a: pH, b: Concentración de Glucosa + Fructosa  c: 
Recuento de bacterias lácticas d: Concentración de ácido láctico 
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La evolución del pH (Figura 1.3 a) fue muy similar en ambas 
fermentaciones. Durante los primeros días se produjo un ligero incremento 
consecuencia del intercambio que se establece entre el fruto y la salmuera hasta 
alcanzarse un equilibrio. Más tarde, coincidiendo con la aparición de ácido 
láctico (Figura 1.3 d) se observó un ligerísimo descenso del pH. La capacidad 
tamponante de la salmuera parece evitar cambios bruscos del pH. El valor 
alcanzado al final de la fermentación, en torno a 3,9, es idóneo para evitar el 
desarrollo de microorganismos indeseables (Ballesteros et al., 1999).  
La Figura 1.3 b y d muestran la evolución de los azúcares 
(Glucosa+Fructosa) y del ácido láctico en la salmuera. En las primeras horas del 
proceso y antes de que se inicie la fermentación vigorosa, ocurre un proceso de 
difusión de los azúcares desde los frutos, que hace aumentar su concentración 
en la salmuera. A partir del día 4, coincidiendo con los valores máximos en los 
recuentos de BL (Figura 1.3 c) se produce un rápido consumo de los azúcares y 
la aparición simultánea de ácido láctico. La diferencia más destacable entre 
ambos procesos fue que mientras en los fermentadores que contenían 
berenjenas no congeladas (BE) la fermentación vigorosa se iniciaba el día 4, en 
los que contenían berenjenas congeladas (BEC) lo hacía el día 6, retrasándose 
también la finalización del proceso, determinada por el agotamiento de los 
azúcares de la salmuera. 
La concentración de azúcares alcanzada en la salmuera de ambas 
fermentaciones fue muy similar. Ballesteros (1996), recomienda que la 
congelación de las berenjenas se realice tras el escaldado, como se ha hecho en 
este estudio, para evitar la excesiva pérdida de azúcares que se produce cuando 
ésta se realiza con anterioridad.  
Los recuentos de bacterias lácticas (Figura 1.3 c), aunque algo menores 
y más retrasados en los fermentadores con berenjenas congeladas, siguieron 
una evolución paralela, alcanzándose en ambos casos valores al final de la 
fermentación de 108 ufc/mL. El efecto adverso que la congelación puede causar 
en las células podría explicar estas pequeñas diferencias. 
Numerosos investigadores (Tsvetkov y Shishkova, 1982; Gilliland, 1985; 





que la formación de cristales de hielo en el interior celular durante la 
congelación a estas temperaturas, causa importantes daños en la membrana, 
afectando a la viabilidad de las células, e indican que el daño producido varía 
incluso con las cepas, dependiendo del área superficial celular expuesta. 
1.3.2. Identificación de los aislados 
De las placas de agar MRS utilizadas en los recuentos se obtuvieron 164 
aislados, que fueron purificados y sometidos a las pruebas de identificación. 18 
resultaron ser Gram negativo y/o catalasa positivo por lo que fueron eliminados. 
El 48,6% de los aislados restantes (71) procedían de las muestras tomadas en los 
fermentadores con BEC y el resto de los fermentadores con BE.  
La morfología celular de estos aislados observada en la tinción Gram fue 
variada. La mayoría aparecían como bacilos rectos, en parejas y/o en cadenas 
cortas, algunos eran coco-bacilos y otros eran mezclas de bacilos cortos y largos 
de pequeño grosor.  
El aspecto de las colonias crecidas en agar MRS fue también muy 
diverso, observándose algunas de color blanco intenso, convexas y sin brillo, y 
otras de color crema, planas y muy brillantes. Unos pocos aislados produjeron 
colonias con un aspecto muy peculiar, blancas, granulosas, algo irregulares y 
con un punto elevado en el centro (Figura1.4) 
 
FIGURA 1.4. Morfología colonial observada en las placas de MRS 
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Los resultados obtenidos en los ensayos de producción de CO2 de la 
glucosa y de la producción de NH3 de la arginina, además de la morfología 
celular, permitieron establecer 3 grupos:  
• Grupo I: Bacilos CO2 (-) (homofermentadores o 
heterofermentadores facultativos) y NH3 de la arginina (-) 
•  Grupo II: Bacilos CO2 (+) (heterofermentadores obligados) y 
NH3 de la arginina (-)  
•  Grupo III: Bacilos CO2 (+) (heterofermentadores obligados) y 
NH3 de la arginina (+)  
Axelsson (1998) en la clasificación de las BL que recoge la Tabla 3 de la 
Introducción de esta memoria indica que, aunque la morfología es una 
característica cuya utilización es muy cuestionable en taxonomía bacteriana, es 
todavía un criterio utilizado en la asignación a género de este grupo de 
bacterias, en el que sólo los géneros Lactobacillus y Carnobacterium presentan 
morfología bacilar. Este y otros autores (Collins et al., 1987) indican asimismo 
que las carnobacterias se aislan casi exclusivamente en carne y productos 
cárnicos donde son capaces de proliferar incluso a bajas temperarturas, motivo 
por el que asignamos todos los aislados de este estudio al género Lactobacillus. 
La Tabla 1.1 recoge los resultados de las pruebas bioquímicas y de los 
ensayos de crecimiento efectuados para la identificación de los aislados que 
permitieron su agrupamiento en 7 grupos (A-G), perfectamente diferenciables.  
Los aislados incluidos en el grupo G (12 aislados) fueron aquellos que 
mostraron un perfil de carbohidratos de difícil interpretación y poco 
reproducible, las pruebas bioquímicas fueron variables y no concluyentes.  
Alguno de ellos no fermentaba la glucosa, por lo que no fue posible realizar los 
ensayos de crecimiento. Ningún aislado de este grupo fue identificado con tiras 








TABLA 1.1. Resultados de las pruebas bioquímicas y de los ensayos de crecimiento  
A B C D E F GRUPO 
Nº AISLADOS 36 45 7 10 22 14 
Morfología Bacilar Bacilar Bacilar Bacilar Bacilar Bacilar 
CO2 a partir de glucosa − − − + + + 
NH3 a partir de arginina − − − 20 82(18) + 
Crecimiento a:       
5 ºC − − − − − − 
15 ºC + + + 80(20) 27 50 
45 ºC 56(25) 44(22) + 70 + + 
Crecimiento con:       
4% NaCl + + + + 75(25) + 
6,5% NaCl + + + 68(32) 27 (50) 
8% NaCl 86(8) 80(16) + 40 27 − 
Fermentación de azúcares:       
Celobiosa + + + − − − 
Trehalosa + + + − 27 − 
Manitol + + + − − − 
Sorbitol + + + − − − 
L-Arabinosa + − + + + − 
Lactosa + + + − 9 + 
Melezitosa + − 29 − − − 
Melibiosa + + + + + 14 
D-Rafinosa + 97 + − + − 
D-Xilosa − − + + 77 + 
Amigdalina + + + − − − 
Galactosa + + + + + + 
D-Manosa + + + − − − 
Ribosa + + + + + + 
Salicina + + + − − − 
Sacarosa + + + − + + 
Ramnosa 17(61) 4 43 − − − 
Maltosa + + + + + + 
Fructosa + + + + + + 
Glucosa + + + + + + 
Esculina + + + − − − 
Configuración ác. láctico DL DL DL DL DL DL 
valor medio relación D/L 1,91 1,11 1,25 0,84 1,12 1,09 
 (4)* (6) (2) (3) (6) (3) 
Símbolos:+, reacción positiva; −, reacción negativa; 82, 82% de aislados reacción positiva; (18), 18% 
aislados reacción débil; DL, producen ácido láctico de las dos configuraciones 
*Número de aislados para los que se ensayó la configuración del ácido láctico 
Los resultados de los ensayos de fermentación con tiras API 50 CH 
efectuados al 20% de los aislados de los grupos (A-F), conincidieron en todos los 
casos con los obtenidos en las placas de microtitulación (Tabla 1.2). 
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TABLA 1.2. Perfiles bioquímicos obtenidos en las tiras API 50 CH 
GRUPO A B C D E F 
Glicerol − − + − − − 
L-Arabinosa + − + + + − 
D-Xilosa − − + + + + 
Galactosa + + + + + + 
D-Manosa + + + − − + 
Ramnosa + − − − − − 
Manitol + + + − − − 
Sorbitol + + + − − − 
α-metil-D-glucósido − − + + − − 
N-acetil glucosamina + + + + − − 
Amigdalina + + + − − − 
Arbutina + + + − − − 
Esculina + + + − − − 
Salicina + + + − − − 
Celobiosa + + + − − − 
Lactosa + + + − − + 
Melibiosa + + + + + 50 
Sacarosa + + + − + + 
Trehalosa + + + − 50 − 
Melezitosa + − − − − − 
D-Rafinosa + + + − + − 
β-gentibiosa + + + − − − 
D-Turanosa + + + − − − 
D-Arabitol 66 50 + − − − 
5 ceto-gluconato − − − + + + 
Símbolos: ver Tabla 1.1.  Todos los aislados ensayados fermentaron: Ribosa, Glucosa, 
Fructosa y Gluconato. Ningún aislado fermentó: Eritritol, D-Arabinosa, L-Xilosa, Adonitol, 
β-metil-xilosido, L-Sorbosa, Dulcitol, Inositol, α-metil-D-manósido, Inulina, Almidón, 
Glucógeno, Xilitol, D-Lixosa, D-Tagatosa, D-Fucosa, L-Fucosa, L-Arabitol y 2 ceto-gluconato. 
Los aislados de los grupos A y B fueron identificados por el sistema 
APILAB Plus como pertenecientes a la especie L. plantarum biotipo 1. 
Presentaban un aspecto colonial muy característico, con colonias de forma 
redondeada, bordes enteros, convexas y de color blanco intenso sin brillo.  
Sánchez et al. (2000) obtienen idénticos resultados, y describen el 
aislamiento de cepas de L. plantaum “atípicas” en muestras de salmuera de la 
fermentación de Berenjenas de Almagro. 
Las diferencias más notables fueron que mientras los aislados del grupo 





ninguno de estos dos azúcares. Hay que señalar que la no fermentación de la 
melezitosa, supuso un “test en contra” con respecto al perfil característico de la 
especie, por lo que dichos aislados fueron considerados “atípicos”. Kandler y 
Weiss (1986) indicaron que a pesar de que la fermentación de este azúcar es 
una característica que presentan la mayor parte de las cepas de esta especie, 
existe un pequeño porcentaje  que no la comparten. 
Otros autores (Johansson et al., 1995a; Roushdy et al., 1998) también 
han descrito el aislamiento de cepas de L. plantarum incapaces de fermentar la 
melezitosa en diversos productos fermentados.  
Coincidiendo también con lo descrito por Sánchez et al. (2000) la 
mayoría de los aislados de estos grupos fueron capaces de crecer a 45 ºC, en 
contra de los criterios que para esta especie definen Kandler y Weiss (1986). 
Otros autores (Hugas et al., 1993; Tamang y Sarkar, 1996) han descrito la 
existencia de cepas de L. plantarum que crecen a esta temperatura y lo justifican 
como una adaptación de las mismas a las condiciones de fermentación, 
indicando que esta característica debería ser considerada dependiente de cepa 
mas que de especie. 
Los aislados del grupo C fueron muy similares a los de los grupos 
anteriores, excepto en que eran capaces de fermentar la xilosa y el glicerol y 
fueron identificados como L. pentosus. Durante muchos años ha existido una 
gran controversia sobre la posición taxonómica de un grupo de cepas del 
género Lactobacillus designadas como L. pentosus por Fred et al. (1921) por su 
capacidad para fermentar las pentosas. Dellaglio et al. (1975) las consideran 
“equivalentes” a L. plantarum y difícilmente diferenciables con ensayos clásicos, 
aunque genómicamente no relacionadas. Zanoni et al. (1987) llevan a cabo un 
exhaustivo estudio de hibridación ADN/ADN con el fin de reexaminar la 
interrelación genética entre ambas especies y concluyen que se trata de 
especies diferentes. Años más tarde, Collins et al. (1991) siguen cuestionando el 
mantenimiento de estas especies como distintas y separadas. Hasta el momento 
así son consideradas por el sistema informático de identificación API. 
Los aislados de L. plantarum y L. pentosus destacaron por su capacidad 
para crecer en medios con un 8% (p/v) de NaCl, coincidiendo con lo descrito 
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por otros autores (Vaughn, 1985; Montaño et al., 1992; Samelis et al., 1994; 
Sánchez et al., 2000). 
Los aislados del grupo D se caracterizaron por su morfología celular, 
pudiendo observarse en una misma preparación una mezcla de bacilos de 
distinta longitud, de poco grosor y en parejas o cadenas. Esta descripción 
coincide con la que Kandler y Weiss (1986) definen como “típica” de algunas 
especies de lactobacilos heterofermentadores como L. fermentum y L. brevis. El 
sistema APILAB PLUS permitió su asignación a la especie L. brevis biotipo 3. Una 
característica de los aislados de este grupo es que produjeron mayor cantidad 
del isómero L- del acido láctico que del D- siendo por tanto < 1 la relación D/L.  
Los aislados del grupo E fueron muy similares a los del grupo anterior, 
diferenciándose por su capacidad para fermentar la rafinosa y la sacarosa y 
fueron identificados como L. brevis biotipo 2. Es interesante resaltar que 
algunos de estos aislados fueron capaces de fermentar la trehalosa, lo que 
supuso un test en contra en la asignación a esta especie. Otros autores 
(Oyewole y Odunfa, 1990; Hounhouigan et al., 1993) han descrito la presencia 
de cepas de L. brevis biotipo 2 trehalosa positivos en otras fermentaciones 
espontáneas.  
El grupo F fue el único que sólo incluyó aislados obtenidos de las 
salmueras de los fermentadores que contenían berenjenas no congeladas, y 
fueron identificados como L. fermentum, aunque al contrario de lo definido 
para esta especie fermentaron la melibiosa y la rafinosa. 
De estos resultados puede concluirse, en total coincidencia con lo 
indicado por Sánchez et al. (2000), que en el proceso de fermentación 
espontánea de las Berenjenas de Almagro, independientemente de que se 
utilicen o no frutos congelados, existe una escasa diversidad en cuanto a 
géneros participantes, a diferencia de lo que ocurre en otros procesos similares. 
Montaño et al. (1992) y Daeschel et al. (1987) describen en la elaboración de 
otros encurtidos, como los pepinillos, las aceitunas o la col fermentada es 
habitual la participación de diversas especies de los géneros Lactobacillus, 





En la Figura 1.5 se ha representado el porcentaje de participación cada 






















FIGURA 1.5. Porcentajes de participación de las especies identificadas  L. plantarum 
biotipo 1    L. pentosus      L. brevis biotipo 3      L. brevis biotipo 2     L. fermentum     Lactobacillus  spp. 
   
En ambos casos se observó un claro predominio de la especie L. 
plantarum siendo la diferencia más notable la ausencia de L. fermentum en los 
fermentadores que contenían berenjenas congeladas. Podría entonces 
concluirse que de las especies de Lactobacillus participantes en la fermentación 
espontánea de las berenjenas de Almagro, L. plantarum es la más resistente a la 
congelación, y L. fermentum y L. brevis biotipo 2 por el contrario las más 
afectadas. La morfología celular, bacilos largos y delgados, de estas especies, 
podría explicar su mayor susceptibilidad al daño por frío.  
La evolución de las especies en ambas fermentaciones se muestra en la 
Figura 1.6.  
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FIGURA 1.6. Sucesión de las especies durante las fermentaciones  
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En ambos procesos la evolución de las especies fue muy similar 
observándose un claro predominio de la especie L. plantarum.. Todas estuvieron 
presentes en la salmuera desde el inicio de la fermentación, a excepción de L. 
pentosus en los fermentadores con BE. 
Tamang y Sarkar (1996) observaron una secuencia similar en la 
fermentación de la caña de bambú, indicando que el rápido crecimiento inicial 
de las especies heterofermentadoras, como L. brevis y L. fermentum, origina una 
caída del pH del medio y crea una atmósfera con baja concentración de 
oxígeno, condiciones que favorecen el crecimiento de L. plantarum.  
La presencia e incluso el predominio de L. plantarum  no resulta nada 
extraño porque, como es bien sabido, esta especie forma parte de la microbiota 
epifítica de diversas especies vegetales (Kandler y Weiss, 1986; Daeschel et al., 
1987; Vescovo et al., 1993). Además, su capacidad para mantener un gradiente 
de pH adecuado en presencia de elevadas concentraciones de ácidos orgánicos 
(mayor ácido-tolerancia) (Fleming y McFeeters, 1981) y su habilidad para utilizar 
otros sustratos (por ejemplo dextrinas) tras el agotamiento de los azúcares 
fermentables (Oyewole y Odunfa, 1990) pueden explicar que sea la especie 
predominante en la etapa final de la fermentación de muchos vegetales y 
cereales (Fleming y McFeeters, 1981; McDonald et al., 1990; Oyewole y Odunfa, 
1990; Rodrigo y Martínez, 1991; Brauman et al., 1996; Kofi et al., 1996; Mugula 
et al., 2003). Son muchos los autores que afirman que de todas las BL presentes 
en las salmueras de fermentación de vegetales, la más ácido-tolerante es L. 
plantarum, siendo por ello la que con mayor frecuencia se aísla al final del 
proceso (Fleming y Mc Feeters, 1981; Rodrigo y Martínez, 1991).  
La presencia de otras especies del género Lactobacillus, como L. brevis, 
L. fermentum y L. pentosus, también ha sido descrita en la fermentación de 
otros vegetales (aceitunas, pepinillos), y en condimentos y productos 
fermentados de origen indígena (Pederson, 1979; Sharpe, 1981; Steinkraus, 
1983; Cooke et al., 1987; Hammes y Vogel, 1995;  Kofi et al., 1996; Steinkraus, 
1996; Oliver et al., 2000; Omar et al., 2000; Leisner et al., 2001).  
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1.3.3. Análisis sensorial 
De la relación de descriptores generados por los catadores durante su 
entrenamiento, se seleccionaron por consenso 15 (Figura 1.7) que fueron los 
quea su criterio mejor definían las características sensoriales de las berenjenas y 
aparecían con mayor frecuencia. Dos de ellos, la intensidad de color verde y el 
brillo, describían la sensación visual, 4, el olor a vinagre, el olor a especias y la 
intensidad y la calidad de la sensación olfativa, la sensación olfativa, 2, la dureza 
y la gomosidad, la sensación táctil y 6, sabor a especias, los sabores salado, 
picante y ácido y la intensidad y la calidad del dejo, para la sensación gustativa. 
El último de los descriptores, la impresión global, integraba todos los anteriores. 
Con estos atributos se confeccionó la hoja de cata que se utilizó en la 
evaluación de las Berenjenas de Almagro.  
Cabe destacar que la definición de los atributos que caracterizan 
sensorialmente este producto será de gran utilidad no sólo para nuestros 
futuros estudios, sino que también podría serlo, como para el Consejo 
Regulador de la IGP “Berenjena de Almagro” que, como ya hemos indicado, se 
encuentra actualmente diseñando una hoja de cata “normalizada” para llevar a 
cabo la evaluación sensorial de las Berenjenas acogidas a esta IGP. 
El análisis sensorial de las Berenjenas de Almagro no fue una tarea fácil 
por los numerosos atributos que deben ser evaluados y por las diferencias que 
estos presentan. Así, mientras que algunos de ellos es deseable que estén 
presentes con gran intensidad en las Berenjenas consideradas de calidad, como 
por ejemplo todos los relacionados con el aroma, otros deben aparecer 
débilmente, como por ejemplo el sabor salado o picante, y otros por el contrario 
es preferible que no aparezcan, como por ejemplo la gomosidad.  
 En la Figura 1.7 se ha representado en un diagrama de “tela de araña” el 
perfil sensorial de las Berenjenas evaluadas, según los resultados obtenidos en 









































comercial 1 comercial 2 BEC
 
FIGURA 1.7. Representación de las puntuaciones medias para cada atributo obtenidas  
en el análisis sensorial descriptivo 
Las Berenjenas elaboradas con frutos congelados (BEC) fueron juzgadas 
favorablemente y obtuvieron en el atributo impresión global una puntuación 
casi idéntica a la de las comerciales 2, comerciales mejor valoradas, lo que 
permite afirmar que el proceso de congelación no afecta de forma negativa y 
significativamente a la aceptación sensorial de las mismas. Ambas obtuvieron 
puntuaciones muy parecidas en los atributos color, sabor ácido, intensidad y 
calidad del dejo y gomosidad, aunque las BEC fueron consideradas menos 
duras que las comerciales 2 lo que con toda probabilidad podría estar 
relacionado con la congelación del fruto.  
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Los resultados de la aplicación del test de Student-Newman-Keuls a las 
puntuaciones otorgadas por los catadores en el análisis descriptivo se recogen 
en la Tabla 1.3.  
TABLA 1.3. Resultados del test de Student-Newman-Keuls 
ATRIBUTOS Comercial 1 Comercial 2 BEC 
Color Verde 2,77a 5,74b 5,80b
Brillo 3,76a 7,45b 4,54c
Olor a Vinagre 2,23a 4,02b 6,11c
Olor a Especias 6,46a 8,36b 2,47c
Intensidad Olfativa 6,87a 8,02b 2,6c
Calidad Olfativa 2,67a 7,71b 4,66c
Dureza 2,60a 7,83b 4,47c
Gomosidad 1,10a 4,58b 4,87b
Sabor a Especias 2,86a 7,67b 5,74c
Salado 2,51a 4,74b 7,37c
Ácido 2,60a 4,90b 5,63b
Picante 0,99a 6,00b 1,94a
Intensidad del Dejo 3,86a 6,08b 6,40b
Calidad del Dejo 2,16a 5,49b 6,00b
Impresión Global 2,04a 6,39b 6,20b
a,b,c, Diferentes índices significa que existen diferencias 
estadísticamente significativas siendo α≤ 0,05 
Las Berenjenas elaboradas con frutos congelados obtuvieron 
puntuaciones estadísticamente diferentes a las comerciales 2 para los 4 
atributos relacionados con la sensación olfativa y para 4 de los 6 atributos 
relacionados con la sensación gustativa, lo que es difícilmente explicable ya que 





mismos que los de las comerciales 2 que eran elaboradas en la empresa donde 
realizamos nuestros ensayos. 
Las muestras comerciales presentaron diferencias significativas en todos 
los atributos evaluados y obtuvieron una puntuación muy distinta en la 
impresión global. En alguno de los atributos evaluados las muestras comerciales 
1 fueron consideradas “poco adecuadas”. Estos resultados coinciden con los 
obtenidos por Ballesteros (1996) y ponen de manifiesto una vez más las 
grandes diferencias existentes en el producto del mercado.  
El test de Friedman´s al ser aplicado a las respuestas de la prueba de 
preferencia, reveló una preferencia altamente significativa entre las diferentes 
muestras (α≤0,05). Los valores de LSD calculados, indicaron que no había 
diferencias significativas entre las Berenjenas BCE y las comerciales 2, mientras 
que ambas eran significativamente preferidas a las comerciales 1 (Tabla 1.4).  
    TABLA 1.4. Resultados de la prueba de preferencia  









(1)no. de veces considerada “la más preferida”  
(2) “mas preferida”=+1, “preferencia intermedia”=+2, “menos preferida”=+3.  
a,b Diferentes índices significa diferencias estadísticamente significativas siendo α≤ 0,05 
Estos resultados confirman lo anteriormente indicado en el análisis 
descriptivo, y permiten concluir que la congelación no sólo no afecta de forma 
negativa sino que las Berenjenas elaboradas con frutos congelados fueron 








 De los resultados de este estudio puede concluirse que: 
 El curso de la fermentación cuando se utilizan frutos 
congelados es similar a aquel de la fermentación con frutos no 
congelados, si bien ocurre un ligero retraso en el inicio de la etapa de 
fermentación vigorosa y en la finalización de la fermentación, lo que 
podría evitarse con la utilización de un cultivo iniciador. 
 La microbiota láctica participante en ambos procesos fue muy 
similar, a excepción de la especie L. fermentum que estuvo ausente cuando 
se utilizaron frutos congelados, lo que podría atribuirse al efecto de la 
congelación.  
 La congelación de los frutos no produce un efecto adverso en 
las características sensoriales de las Berenjenas, a pesar de las diferencias 
mostradas en algunos de los atributos. Por el contrario las Berenjenas 
elaboradas con frutos congelados, fueron significativamente preferidas a 
una de las comerciales. A pesar de ello, se ha puesto de manifiesto que la 
congelación afecta a la dureza de los frutos por lo que es aconsejable que 
se optimicen las condiciones del proceso.  
 La selección de los atributos a evaluar en el análisis descriptivo 
de la Berenjena de Almagro ha permitido la preparación de una hoja de 
cata cuya finalidad en futuros estudios y creemos que para el Consejo 






El proceso tecnológico de elaboración de Berenjenas de Almagro en las 
empresas acogidas a la IGP, ha sido descrito en detalle en la introducción de 
esta memoria. Sin embargo, es necesario indicar que, aunque en esencia éste es 
muy similar en las diferentes empresas, se producen variaciones que pueden 
afectar sustancialmente al proceso y, en definitiva, a las características del 
producto obtenido.  
En un estudio de tipificación de la Berenjena de Almagro realizado por 
Ballesteros (1996), se encontraron diferencias significativas en algunas 
características físicas (textura), químicas y sensoriales en las Berenjenas de 
Almagro comercializadas, lo que a criterio de este autor resulta del todo 
inaceptable para el consumidor especialmente cuando, como ocurre en este 
caso, se trata de un producto acogido a una IGP. Ballesteros en ese trabajo 
indicaba que el origen de estas diferencias podría ser la participación de una 
ión lo que ha sido al menos en parte 
el capítulo anterior.  
microbiota diferente en la fermentac
corroborado en el estudio descrito en 
Hasta el momento de iniciar este trabajo, los estudios realizados en 
nuestro laboratorio para conocer la microbiota participante en la fermentación 
espontánea de la Berenjena de Almagro (Sánchez et al., 2000, 2003, 2004), se 
habían realizado utilizando muestras de salmuera tomadas de una de las 
principales industrias elaboradoras, pero no teníamos conocimiento alguno de 
lo que ocurría en otras empresas acogidas a esta IGP.  
Planteamos entonces un estudio con un dobl
diversidad genética de la microbiota láctica
fermentación de otras dos industrias elaboradoras, 
aquella descrita por Sánchez et al. (2000) 
existente en la composición de la microbiota lá
misma empresa, para lo cual, se tomaron muestras d
on Sánchez et al. (2000). D
e objetivo i) conocer la 
 presente en la salmuera de 
para compararla con 
y ii) conocer la variabilidad 
ctica entre campañas en una 
e la misma en la que 
lo hicier e este forma pretendíamos conocer si, al 
igual que ocurre en otras fermentaciones de alimentos (Marcellino et al., 
2001; Sánchez et al., 2005),  
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Como se ha descrito en la Introducción general de esta memoria, la 
adición de cultivos iniciadores previamente seleccionados y adaptados a las 
condiciones de elaboración de un producto, es en muchos casos una buena 
alternativa a las prácticas de elaboración tradicionales. Su utilización es habitual 
en la elaboración de diversos productos como los lácteos, los cárnicos o el vino, 
y en el caso de los encurtidos, se han utilizado en la elaboración de pepinillos, 
col fermentada y aceitunas. 
Ballesteros et al. (1999) en un estudio previo realizado en nuestro 
laboratorio observaron que la utilización de un cultivo iniciador comercial en la 
fermentación de Berenjenas de Almagro, aunque aceleraba el proceso 
fermentativo, proporcionaba a las Berenjenas un intenso sabor amargo, que las 
hacía inaceptables para el consumo. Los autores indicaron que este problema se 
resolvería utilizando un cultivo iniciador propio, preparado con cepas 
seleccionadas de entre aquellas que participan en las fermentaciones 
espontáneas. 
Los resultados del estudio realizado con berenjenas congeladas, 
recogidos en el capitulo anterior, apuntaban también a la conveniencia de 
utilizar un cultivo iniciador como solución al retraso en la fermentación 
ocasionado por el efecto del frío en la microbiota láctica espontánea. Por este 
motivo, y antes de realizar el proceso de selección nos planteamos llevar a cabo 
un estudio para conocer 1) el comportamiento de algunos aislados cuando eran 
utilizados como cultivos iniciadores 2) si se producía o no una mejora del 
proceso y 3) la influencia de la utilización de cultivos iniciadores propios en las 
características sensoriales de las Berenjenas. 
Sánchez et al. (2000) describieron que en la primera etapa de la 
fermentación de las Berenjenas de Almagro predominan las especies 
heterofermentadoras obligadas L. fermentum y L. brevis, mientras que en la 
etapa final es la especie L. plantarum, la predominante, resultados estos que han 
sido confirmados en el estudio recogido en el Capítulo anterior. 
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Atendiendo a estos resultados, en este estudio se ensayarán tres cultivos 
iniciadores preparados con cepas de las especies L. plantarum, L. fermentum y L. 
brevis tomadas al azar.  
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2.2. MATERIAL Y MÉTODOS 
2.2.1. Material 
Se utilizaron berenjenas de tamaño medio (34-44g) que fueron 
acondicionadas como se describe en el Capítulo anterior. 
2.2.2. Diseño experimental 
Este estudio se realizó en las instalaciones de la planta piloto de la 
Facultad de Químicas de la UCLM. 
Para el escaldado de las berenjenas, se introdujeron lotes de 1,5 Kg en 
recipientes metálicos de 5 L de capacidad que contenían 4 L de agua con 0,05 
% (p/v) de ácido cítrico, a temperatura ambiente. El agua se calentaba hasta 
ebullición, manteniéndose en estas condiciones durante 5 minutos. 
Seguidamente las berenjenas se enfriaban por inmersión en agua fría.  
Las fermentaciones se llevaron a cabo en recipientes rectangulares 
(30×22×15 cm) de plástico de 8 L de capacidad abiertos por la parte superior, 
que contenían 4L de salmuera y 1,5 Kg de berenjenas. La composición de la 
salmuera fue muy similar a la que se utiliza habitualmente en la industria: 8% 
(v/v) de vinagre comercial (6% de ácido acético), 0,05% (v/v) de Tween 80, 
0,07% (p/v) de ácido cítrico, 3,96% de sal molida, aditivos y saborizantes (ajo, 
cominos, pimentón y colorante). El pH de la salmuera era de 2,7. Durante la 
fermentación, se colocaba una falsa tapa de metacrilato agujereada, para 
mantener las berenjenas sumergidas en la salmuera.  
Para preparar los cultivos iniciadores, se utilizaron 3 aislados tomados al 
azar de entre los obtenidos en estudios anteriores: cepa  7G2 de L. brevis 
biotipo 2, cepa 4G1 de L. plantarum biotipo 1 y cepa 2G2 de L. fermentum,. 
Estos se conservaban en forma liofilizada. 
Se prepararon 6 fermentadores que fueron inoculados por duplicado 




• Cultivo 1 (lote F1) contenía las cepas 7G2 y 4G1 a partes iguales 
• Cultivo 2 (lote F2) contenía las cepas 2G2 y 4G1 a partes iguales 
• Cultivo 3 (lote F3) que contenía una mezcla de las 3 cepas a 
partes iguales 
y un cuarto lote F4 que no fue inoculado y que se usó como control de 
la fermentación. 
Cuarenta y ocho horas después de introducir las berenjenas en la 
salmuera, los fermentadores fueron inoculados con la cantidad apropiada de 
cada liófilo para alcanzar una concentración teórica final en la salmuera de 
aproximadamente 107 células/mL. Los liófilos fueron resuspendidos en un 
pequeño volumen de salmuera y se dejaron rehidratar durante unos 30 
minutos antes de ser añadidos al fermentador. Tras la inoculación los 
fermentadores fueron agitados manualmente para una mejor distribución del 
inóculo. 
Las berenjenas fueron dejadas fermentar durante 12 días a una 
temperatura controlada de 32±2 ºC. Para el control de la fermentación se 
tomaron muestras diarias de salmuera, como se ha descrito en el Capítulo 
anterior. 
Tras la finalización de las fermentaciones, se añadió metabisulfito sódico 
en un concentración del 0,03% (p/v), transcurridas 24 h, las berenjenas se 
envasaron en botes de medio kilo en las instalaciones de una empresa 
elaboradora, que ha colaborado con frecuencia en nuestras investigaciones. 
2.2.3. Métodos 
2.2.3.1. Análisis químico  
Se realizaron las mismas determinaciones que en el estudio del Capítulo 
anterior con la misma metodología. En esta ocasión se determinó además el 
contenido en NaCl en la salmuera utilizando el método de Mörh. En este se 
realiza una valoración de los cloruros en medio básico, con nitrato de plata 0,1N 
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y con cromato potásico como indicador. El punto final de la valoración se 
evidencia por el cambio del color amarillo de la solución a naranja.  
2.2.3.2. Análisis microbiológico 
Para los recuentos de BL se utilizó agar MRS tal y como se ha descrito en 
el Capítulo 1. 
2.2.3.3. Análisis sensorial 
Dos meses después del envasado, las Berenjenas fermentadas en este 
estudio junto con otras comerciales, fueron evaluadas sensorialmente, 
realizándose un análisis descriptivo con catadores, en el que se utilizó la ficha de 
cata diseñada en el estudio del Capítulo anterior y una prueba de preferencia 
con consumidores.  
2.2.3.4. Análisis estadístico de los resultados 
Se aplicó el test de Student-Newman-Keuls, a los resultados del análisis 
descriptivo, usando un nivel de significación de α ≤ 0,05.  
El test de Friedman (O´Mahony, 1986) usando un nivel de significación 
de α ≤ 0,05 fue aplicado a los resultados del test hedónico. Se calcularon los 
valores de la mínima diferencia significativa (LSD “least significant difference). 
A los datos obtenidos en el análisis descriptivo se les aplicó un análisis 
estadístico multivariante, el Análisis de Componentes Principales (ACP). 
Todos los análisis estadísticos se realizaron usando el programa 





2.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
2.3.1. Evolución de la fermentación 
La Figura 2.1 muestra la evolución de los parámetros físico-químicos y 
de los recuentos obtenidos durante las fermentaciones. Los valores 






























FIGURA 2.1. Evolución de la fermentación. Lote F1 (L. brevis+ L. plantarum ); Lote F2       (L. 
fermentum+L. plantarum); Lote F3 (L. brevis+L. plantarum+L. fermentum); X Lote F4 no 
inoculados. a: pH, b: Concentración de Glucosa + Fructosa c: Recuento de bacterias lácticas.,  
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La evolución de los parámetros físico-químicos y microbiológicos  fue la 
habitual en este tipo de procesos. El comportamiento de los fermentadores 
inoculados fue muy similar entre si y al descrito por Ballesteros et al. (1999), 
cuando los autores utilizaban en sus fermentaciones salmueras con 
concentraciones de cloruro sódico del 4 y del 6%. No obstante, en este estudio 
ocurrió un retraso en el inicio de la fase vigorosa de la fermentación que puede 
ser debido a la diferente concentración de inóculo utilizada. 
La difusión de los azúcares desde los frutos a la salmuera (Figura 2.1 b), 
en las horas previas a la inoculación siguió una evolución idéntica a la 
observada en el estudio del Capítulo anterior, pero tras inocular se observó un 
descenso brusco en el contenido de azúcares y casi simultáneamente la 
aparición de ácido láctico (Figura 2.1 d). En el caso de los fermentadores no 
inoculados del lote F4 los niveles de azúcares alcanzados en la salmuera fueron 
superiores, como consecuencia del retraso en el inicio de la fermentación. En 
todos los casos el pH de la salmuera al final de la fermentación (Figura 2.1 a), 
aunque superior al valor inicial, fue lo suficientemente bajo como para asegurar 
la conservación del producto. Entre un 58 y un 66% del ácido láctico producido 
correspondía a la forma D(-)-láctico. 
TABLA 2.1. Concentración de sal en las salmueras durante la fermentación (g/L) 
Día de Fermentación 
Lote 0 1 2 3 4 5 6 7 10 11 12 
  F1 37,7* 26,1 26,9 27,5 26,9 28,6 25,5 25,5 25,2 25,0 25,0 
  F2 37,7 25,8 26,7 27,1 24,6 24,6 24,6 24,3 25,2 25,0 25,0 
  F3 37,7 26,5 27,1 27,8 24,6 26,6 28,1 28,1 27,5 27,0 27,0 
  F4 37,7 26,0 26,5 24,9 27,2 28,4 26,3 26,0 25,5 26,6 26,6 
*
Valores medios de los 2 fermentadores de cada lote y de los duplicados de las determinaciones 
La concentración de sal en las salmueras (Tabla 2.1), descendía 
bruscamente durante las primeras 24 horas, como consecuencia del 
intercambio que se establece con los frutos, estabilizándose mas tarde en torno 
a los 25-27 g/L.  
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Los recuentos de bacterias lácticas alcanzaron valores en torno a las 108 
ufc/mL si bien, mientras que en los fermentadores inoculados, el incremento se 
producía inmediatamente después de la inoculación, en los fermentadores no 
inoculados ocurría 4 días más tarde (Figura 2.1 c).  
2.3.2. Análisis sensorial 
Las puntuaciones medias obtenidas para cada uno de los atributos y 
para cada lote han sido representadas en un diagrama en tela de araña (Figura 
2.2). Las Berenjenas de los lotes F1 y F3 recibieron puntuaciones parecidas y al 
obtener una mayor puntuación en el atributo impresión global que las del lote 
F2 y que las comerciales,  fueron consideradas de mayor calidad. Las Berenjenas 
comerciales recibieron mejores puntuaciones en algunos de los atributos como 
la dureza y el brillo, más relacionados con aspectos tecnológicos del proceso, 

































F1 F2 F3 Comercial
FIGURA 2.2. Perfil sensorial de las berenjenas fermentadas con los diferentes cultivos 
iniciadores y de otras comerciales 
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Los resultados del test de Student-Newman-Keuls (Tabla 2.2) pusieron 
de manifiesto que para 8 de los 15 atributos evaluados no existían diferencias 
significativas entre las Berenjenas de los lotes F1 y F3.  
TABLA 2.2. Puntuaciones medias de los atributos evaluados y significación de las 
diferencias según el test de Student-Newman-Keuls 
ATRIBUTOS F1 F2  F3 Comercial 
Color Verde 7,7a 6,2b 6,0c 5,8d
Brillo 3,0a 5,5b 6,1b 7,6c
Olor a Vinagre 5,8a 5,0a 3,1b 2,9b
Olor a Especias 7,5a 5,1b 7,0a 5,2a
Intensidad Olfativa 6,3a 4,7b 6,7ª 4,3b
Calidad Olfativa 7,4a 5,9ª 5,7ª 3,2b
Dureza 4,8a 5,9ª 3,4b 7,7c
Gomosidad 3,7a 4,8ª 3,2ª 3,3a
Sabor a Especias 6,8a 3,8b 7,2ª 4,2b
Sabor Salado 4,5a 3,5b 3,0b 3,2b
Sabor Ácido 6,0a 6,5ª 5,4ab 3,9b
Sabor Picante 2,4a 2,3ª 2,7b 5,1b
Intensidad del Dejo 5,2a 5,3ª 5,0a 6,7b
Calidad del Dejo 6,1a 4,0b 4,4b 2,3c
Impresión Global 5,9a 3,7b 4,5a 2,2b
a,b,c,d Diferentes índices significan que existen diferencias 
estadísticamente significativas siendo α≤ 0,05 
Cuando se aplicó el análisis de componentes principales (Figura 2.3) se 
encontró que los 3 primeros componentes explicaban el 90% de la varianza. Los 
atributos intensidad del aroma y sabor picante se correlacionaban de forma 
positiva con el CP1 y explicaban el 35,3% de la varianza, mientras que la dureza 
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se correlacionaba de forma negativa con este componente principal. Los 
atributos color verde, sabor salado y olor a vinagre se correlacionaban de forma 
positiva con el CP2 y explicaban el 32% de la varianza.  
La representación de las muestras en el plano definido por CP1 y CP2 
(Figura 2.3) muestra que las Berenjenas de los lotes F1 y F3 se distribuyeron en 
la parte positiva del CP1 y las de los lotes F2 y comerciales se distribuyeron en la 
parte negativa de este componente y muy agrupadas entre sÍ. Las Berenjenas 
del lote F1 presentaban un sabor y un color verde más intenso y un mayor 
sabor salado y olor a vinagre. La presencia en las Berenjenas de estos lotes de 
algún/os metabolito/s producido/s por las cepas integrantes del cultivo 
iniciador podría explicar alguno de estos resultados. 





























   COMPONENTE PRINCIPAL 1 
FIGURA 2.3. Proyección de las muestras en el plano definido por el CP1 y el CP2 
Los resultados del test hedónico se recogen en la Tabla 2.3. El test de 
Friedman´s indicó diferencias altamente significativas entre los lotes y al aplicar 
el análisis LSD resultó que la preferencia era altamente significativa para los lotes 
F1 y F3 aunque no hubo diferencia en la preferencia entre ambos. Las 
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TABLA 2.3. Resultados de la prueba de preferencia 











(1) no. de veces considerada “la más preferida” 
(2) “mas preferida”=+1, “preferencia intermedia”=+2, “menos preferida”=+3.  
a,b,c Diferentes índices significa diferencias estadísticamente significativas siendo α≤ 0.05 
La semejanza de los resultados obtenidos para las Berenjenas de los 
lotes F1, inoculados con L. brevis y L. plantarum, y F3, inoculados con L. brevis, 
L. plantarum y L. fermentum, podría ser atribuida a la “no implantación” de la 
cepa de L. fermentum en la fermentación aspecto este que debería ser 
confirmado. Este hecho explicaría también las bajas puntuaciones obtenidas por 
las berenjenas del lote F2, ya que como ya indicaron Ballesteros et al. (1999), la 
sola presencia de L. plantarum en el proceso aporta un sabor amargo poco 
deseable en los frutos, que los catadores definían como “poco característico” de 
este producto. La contribución de la especie L. brevis, parece ser importante ya 
que evita de alguna forma la aparición del sabor amargo producido por L. 
plantarum.  
Es importante indicar que, a pesar de que en los inóculos se utilizaron 
especies heterofermentadoras, no se observaron problemas de “daños 
gaseosos”, habituales en las fermentaciones de vegetales en las que se utilizan 
estas especies (Rodrigo et al., 1992). 
Los resultados de este estudio confirman que la elección de las especies 
integrantes de un cultivo iniciador es esencial, por la distinta contribución de las 
mismas a las características organolépticas de los productos fermentados, a 
pesar de que no se observen diferencias en la evolución de los procesos. 
Asimismo, ponen de manifiesto la necesidad de utilizar algún sistema 
que permita la monitorización de la implantación de las cepas inoculadas 






 De los resultados anteriormente expuestos puede concluirse que:  
 La adición de cultivos iniciadores supone importantes ventajas, ya 
que la fermentación transcurre de forma más rápida y finaliza algunos 
días antes. Además, en algunos casos, las berenjenas obtenidas 
presentan mejores características organolépticas que las comerciales. 
 Parece importante la presencia en el cultivo iniciador de una especie 
heterofermentadora obligada como L. brevis, ya que proporciona al 
producto características sensoriales muy apreciadas. 
 Para conocer la presencia real de las cepas inoculadas y su 
contribución en el proceso y en las características organolépticas de las 
Berenjenas fermentadas, es necesaria la utilización de algún método, 
como los de caracterización molecular, que permita determinar en 







El proceso tecnológico de elaboración de Berenjenas de Almagro en las 
empresas acogidas a la IGP, ha sido descrito en detalle en la introducción de 
esta memoria. Sin embargo, es necesario indicar que, aunque en esencia éste es 
muy similar en las diferentes empresas, se producen variaciones que pueden 
afectar sustancialmente al proceso y, en definitiva, a las características del 
producto obtenido.  
En un estudio de tipificación de la Berenjena de Almagro realizado por 
Ballesteros (1996), se encontraron diferencias significativas en algunas 
características físicas (textura), químicas y sensoriales en las Berenjenas de 
Almagro comercializadas, lo que a criterio de este autor resulta del todo 
inaceptable para el consumidor especialmente cuando, como ocurre en este 
caso, se trata de un producto acogido a una IGP. Ballesteros en ese trabajo 
indicaba que el origen de estas diferencias podría ser la participación de una 
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El proceso de selección de un cultivo iniciador para la elaboración de un 
alimento, es complejo y requiere no sólo del conocimiento previo de la microbiota 
que participa en el proceso espontáneo sino también de la caracterización 
tecnológica y/o fisiológica de las cepas predominantes, al objeto de seleccionar 
aquellas que presenten las mejores propiedades para ser utilizadas industrialmente 
(Daeschel y Fleming, 1984; Ruiz-Barba et al., 1994; Kimaryo et al., 2000; Vogel et al., 
2002). De esta forma, podrán conseguirse mejoras en el proceso manteniendo los 
rasgos típicos y las cualidades organolépticas del producto.  
Las propiedades deseables en las cepas que vayan a ser incluidas en un 
cultivo iniciador, variaran con el tipo de proceso y con el producto que vaya a ser 
elaborado. Así por ejemplo, mientras que para  productos lácteos es esencial que 
las cepas posean una adecuada capacidad acidificante y proteolítica (Quiberoni et 
al., 1998), en el caso de los productos cárnicos es fundamental que no produzcan 
aminas biógenas (Silla Santos, 1998; Erkkilä et al., 2001). 
Una vez realizada la selección será necesario estudiar su capacidad de 
implantación tanto a escala de laboratorio como en la industria y para ello será 
necesaria la utilización de algún método capaz de distinguir específicamente y de 
forma inequívoca  (Ramos y Harlander, 1990) las cepas inoculadas.  
Los resultados obtenidos en los estudios anteriores apuntaban a la 
conveniencia de utilizar cultivos iniciadores propios para la elaboración de 
Berenjenas de Almagro, motivo por el que nos planteamos la necesidad de realizar 
un proceso de selección entre las cepas que habían sido obtenidas y caracterizadas 
anteriormente en nuestro laboratorio (Sánchez et al., 2000, 2003, 2004).    
Para la elección de las propiedades que debían ser ensayadas se tuvo en 
consideración por un lado, que la elaboración de Berenjenas de Almagro es un 
proceso “abierto” en el que no se esterilizan ni la materia prima, que tan sólo es 
sometida a un ligero escaldado, ni los utensilios y por otro la naturaleza del 
producto.  Por ello, uno de los primeros ensayos realizados fue la  determinación de 
la capacidad bacteriocinogénica y la producción de peróxido de hidrógeno. La 
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capacidad para producir alguna de estas sustancias con actividad antimicrobiana 
facilitaría su implantación en el proceso a pesar de la competencia de la microbiota 
espontánea presente en el mismo. Otras propiedades interesantes que han sido 
ensayadas son: la capacidad acidificante, la tolerancia a la sal, la capacidad para 
producir enzimas capaces de degradar las pectinas, la celulosa o el ácido 
poligalacturónico, la velocidad de crecimiento o la capacidad aminobiogénica.  
Para el estudio de la capacidad de implantación, la técnica elegida fue la 
RAPD-PCR (Ramdomly Amplified Polymorphic DNA),  que como indicábamos en la 
Introducción general de esta memoria, ha sido utilizada con éxito para monitorizar 
fermentaciones cárnicas (Veyrat et al., 1999) y de vegetales como la col 
(Plengvidhya et al., 1994), y además había sido utilizada en estudios anteriores en 
nuestro laboratorio, lo que facilitaba su puesta a punto. 
El objetivo de este estudio es pues la caracterización tecnológica de las 
cepas de Lactobacillus que habían sido aisladas de una fermentación espontánea 
de Berenjenas de Almagro para el diseño de un cultivo iniciador capaz de dirigir la 
fermentación de Berenjenas cuando se utilizaban frutos congelados.  
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3.2. MATERIAL Y MÉTODOS  
3.2.1. Cultivos y condiciones de cultivo 
Se caracterizaron 23 cepas del género Lactobacillus obtenidas de las 
salmueras de una fermentación espontánea de Berenjenas de Almagro, cuya 
identificación había sido realizada en nuestro laboratorio por Sánchez et al. (2000). 
3 de ellas pertenecían a la especie L. brevis, 11 a L. plantarum, 5  a L. pentosus y 4 a 
L. fermentum. 
Los cultivos, conservados a -80 ºC en caldo MRS con un 20% de glicerol, 
fueron resembrados en ese mismo caldo e incubados a 37 ºC durante 24 h, tras lo 
cual fueron cultivados en agar MRS (37 ºC/48 h) para la comprobación de su 
pureza.  
3.2.2. Caracterización tecnológica  
3.2.2.1. Producción de aminas biógenas 
Antes de realizar los ensayos y al objeto de inducir la producción de los 
correspondientes enzimas, las cepas fueron subcultivadas 6 veces, a intervalos de 
48 h, en caldo MRS al que se añadía un 0,1% (p/v) del aminoácido a ensayar (L-
tirosina (Sigma), L-histidina (Sigma), L-ornitina monoclorhidrato (Merck) o L-lisina 
monoclorhidrato (Merck)), y un 0,005% del cofactor piridoxal-5-fosfato (Sigma) 
(Bover-Cid y Holzapfel, 1999). 
La actividad amino-descarboxilasa de las cepas, fue ensayada utilizando el 
método cualitativo descrito por Bover-Cid y Holzapfel (1999). En este se realiza una 
siembra por estría de la cepa en estudio, en un medio con la siguiente 
composición: 0,5% (p/v) de triptona; 0,5% de extracto de levadura; 0,5% extracto 
de carne; 0,25% NaCl; 0,05% de glucosa; 0,1% de Tween 80; 0,02% de MgSO4; 
0,005% de MnSO4; 0,004% de FeSO4; 0,2% de citrato amónico; 0,001% de tiamina; 
0,2% de K2HPO4; 0,01% de CaCO3; 0,005% de piridoxal-5-fosfato; 0,006% de 
púrpura de bromocresol y un 2% de agar. Seguidamente, el pH se ajusta a 5,3 y se 
añade un 1% (p/v) del aminoácido a ensayar. Las placas se incubaron a 37 ºC 
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durante 48 h y se ensayaron tanto condiciones de cultivo aerobias como 
anaerobias, utilizando el Anaerobic System “Anaerogen” (Oxoid). 
Si tras la incubación, en el medio se producía un viraje del color amarillo a 
púrpura como consecuencia del aumento de pH producido por la descarboxilación 
del aminoácido, se consideraba que la prueba era positiva. En el caso de la tirosina, 
por tratarse de un compuesto insoluble, se consideraba que el ensayo era positivo 
cuando alrededor de la estría desaparecían los cristales del aminoácido.  
En todos los ensayos se sembró una placa control que contenía el mismo 
medio pero sin el aminoácido. De este modo podíamos conocer si el incremento 
del pH era debido a la producción de otros metabolitos durante el crecimiento. 
3.2.2.2. Producción de peróxido de hidrógeno (H2O2) 
Se utilizó el método espectrofotométrico descrito por Reinheimer y 
Demkow (1989).  
Para el crecimiento de las cepas se utilizaron dos medios de cultivo, leche 
desnatada en polvo reconstituida al 10% (p/v) (Skimmed Milk Powder, Oxoid) y 
salmuera estéril con la misma composición que la descrita en el Capítulo 2, pero sin 
condimentos para evitar interferencias en la determinación calorimétrica. A ésta se 
le añadía un 2% (p/v) de glucosa para favorecer el crecimiento. De esta forma 
intentábamos simular de la forma más aproximada posible las condiciones reales 
de crecimiento de las cepas en una fermentación de berenjenas.  
Tubos que contenían 10 mL de alguno de estos medios fueron inoculados 
al 2% (v/v) con cultivos de noche en caldo MRS de las cepas en estudio, por 
duplicado. Los tubos se incubaron a 37 ºC durante 12 horas y se ensayaron dos 
formas de incubación en estático y en agitación (100 rpm), para comprobar si la 
distinta disponibilidad de oxígeno durante el crecimiento afectaba a los resultados, 
tal y como indican Ocaña et al. (1999). 
Tras la incubación a uno de los cultivos se añadía catalasa en exceso (4000 
U/mL, Sigma) y se dejaba actuar durante 30 minutos a temperatura ambiente. De 
esta forma pretendíamos eliminar el H2O2 que se hubiera producido, pero 
quedarían cualesquiera otras sustancias producidas en el crecimiento capaces de 
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producir interferencias en la determinación posterior. Estos cultivos se utilizaron 
como control.   
Cuando se utilizaba leche desnatada como medio de cultivo, antes de la 
determinación se añadían a cada tubo 2,5 mL de ácido tricloroacético al 40% para 
precipitar las proteínas de la leche.  
Seguidamente y en todos los casos, las muestras fueron centrifugadas 
(12000 rpm/10 min a 5 ºC) y al sobrenadante se añadían sucesivamente: 0,25 mL 
de H2SO4 4 N, agitábamos, una gota de (NH4)2MoO4 al 3% (p/v) y 1 mL de KI al 
20% (p/v) (recién preparado). Tras agitar, la mezcla se mantenía en oscuridad a 
temperatura ambiente durante 20 min. 
En presencia de agentes oxidantes como el H2O2, el KI es oxidado a I2 y este 
puede ser determinado espectrofotométricamente a 350 nm. Se utilizó un 
espectrofotómetro Beckman DU-530, calculándose la concentración (μg/mL) de 
peróxido de  hidrógeno producido, en la recta de calibrado preparada a tal efecto 
(0,5-100 μg/mL). 
3.2.2.3. Presencia de las actividades pectinásica, celulásica y 
poligalacturonásica 
El ablandamiento ha sido descrito por los consumidores como un defecto 
sensorial habitual en las Berenjenas de Almagro (Ballesteros, 1996). La presencia de 
microorganismos productores de pectinasas, celulasas o poligalacturonasas, 
capaces de degradar los tejidos vegetales, ha sido asociada con el ablandamiento 
de otros vegetales (Amoa-Awua y Jakobsen, 1995), motivo por el que 
consideramos interesante determinar la capacidad de producción de estos enzimas 
en nuestras cepas.  
Se utilizó el método propuesto por Amoa-Awua y Jakobsen (1995). Antes 
de proceder a su determinación, y para inducir la síntesis de estos enzimas, las 
cepas fueron subcultivadas 5 veces en intervalos de  48 h en caldo MRS modificado 
que contenía un 0,2% de glucosa, y 0,1% (p/v) de alguno de los siguientes 
sustratos: pectina (Sigma), carboximetilcelulosa (Panreac) o ácido poligalacturónico 
(Sigma).  
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A continuación, las cepas se sembraban por estría en placas de agar MRS 
modificado que contenía de carboximetilcelulosa (5 g/L), o ácido poligalacturónico 
(10 g/L) o pectina (10 g/L). Tras incubar 5 días a 37 ºC las placas que contenían 
carboximetilcelulosa y ácido poligalacturónico se teñían con una solución de rojo 
congo al 0,1% (p/v), observándose en el caso de cepas productoras de los 
correspondientes enzimas, la aparición de zonas no teñidas alrededor de la estría. 
En el caso de las placas con pectinas, el ensayo se consideraba positivo si alrededor 
de la estría aparecían pequeños precipitados del sustrato. Todas las 
determinaciones se realizaron por duplicado, utilizándose como control positivo un 
cultivo de Bacillus cereus 148T, proporcionado por  la CECT. 
3.2.2.4. Cálculo de la velocidad de crecimiento 
Las cepas se inocularon al 10% en caldo MRS por triplicado y fueron 
incubadas a 37 ºC en condiciones aerobias hasta que los cultivos alcanzaban la 
fase estacionaria. El crecimiento fue determinado por medida de la densidad óptica 
(D.O.) a 660 nm en un espectrofotómetro Beckman DU-530. La velocidad 
específica de crecimiento fue calculada mediante la ecuación:  
      μ= d (ln DO660)/dt     
 
 
3.2.2.5. Actividad acidificante 
Se utilizó el método propuesto por Gatti et al. (1999). Las cepas fueron 
cultivadas durante 24 h en las mismas condiciones descritas en el apartado 
anterior. La capacidad acidificante fue calculada como el ΔpH ocurrido durante el 
cultivo, para lo que se efectuó una medida inmediatamente después de la 
inoculación y otra tras 24 h de incubación. Se utilizó un pHmetro Crison mod. Basic 
20. 
3.2.2.6. Tolerancia a la sal 
Se siguió el procedimiento descrito en el Capítulo 1 de esta memoria. Se 
utilizó caldo MRS que contenía 40, 65 y 80 g/L de NaCl. Las dos primeras son 
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concentraciones frecuentemente utilizadas en la industria de encurtidos y la tercera 
es la descrita por Montaño et al. (1992) como la concentración límite que permite 
el crecimiento de las bacterias lácticas, sin un retraso excesivo.  
3.2.2.7. Estudio de la capacidad bacteriocinogénica 
La capacidad para producir bacteriocinas es una propiedad de gran interés 
en las cepas que vayan a formar parte de un cultivo iniciador, por la ventaja que la 
misma puede suponer para su implantación en el proceso.  
Este fue un amplio estudio en el que se ensayaron algunos de los métodos 
citados con mayor frecuencia en la bibliografía consultada. Se utilizaron tanto 
cultivos, como sobrenadantes libres de células, con y sin concentrar.  
Se realizó un primer “screening” utilizando el método del “spot test” 
descrito por Fleming et al. (1975) con ligeras modificaciones. Sobre una placa de 
agar MRS modificado que contenía un 0,2% de glucosa, se disponían 5 μL (una 
gota) de un cultivo de noche en caldo MRS de la cepa en estudio. La placa se 
incubaba a 37 ºC durante 24h en anaerobiosis para evitar la formación de H2O2, y 
tras la incubación se cubría con 5 mL de un agar blando (0,7%) adecuado para el 
crecimiento del microorganismo indicador que se fuera a utilizar inoculado con 
100 μL de un cultivo de noche del mismo (ver Tabla 3.1). La placa se incubaba 
otras 24 h en las condiciones óptimas para el crecimiento del indicador y si tras la 
incubación se observaba un halo de inhibición del crecimiento alrededor de la 
gota, el ensayo se consideraba positivo.  
La Tabla 3.1 muestra las cepas utilizadas como indicadores y las 
condiciones de cultivo utilizadas en cada caso. Todas ellas fueron proporcionadas 
por la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT).  
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        TABLA 3.1. Microorganismos indicadores y condiciones de cultivo utilizadas 
(*) CEPA Medio de Cultivo Tª de incubación (ºC) 
1 Serratia marcescens 846T(**) TSB 26 
2 Citrobacter freudii 401T TSB 37 
3 Yersinia enterocolítica 500 TSB 37 
4 Klebsiella pneumoniae 143T TSB 37 
5 Proteus vulgaris 484T TSB 37 
6 Propionibacterium freudenreichii 875T MRS(***) 30 
7 Salmonella choleraesuis 443 TSB 37 
8 Bacillus cereus 148T TSB 30 
9 Enterococcus faecalis 184 BHI 37 
10 Streptococcus thermophilus 986T BHI 38 
11 Leuconostoc mesenteroides 912T MRS 30 
12 Pediococcus damnosus 793T MRS 26 
13 Escherichia coli 45 TSB 37 
14 Staphylococcus aureus 86 TSB 37 
15 Enterobacter aerogenes 684T TSB 30 
16 Lactobacillus cellobiosus 562T MRS 30 
17 Lactobacillus collinoides 922T MRS 26 
18 Lactobacillus brevis 4121T MRS 30 
19 Lactobacillus pentosus 4023T MRS 30 
20 Lactobacillus fermentum 285 MRS 37 
21 Aerococcus viridans 978T TSB 30 
22 Leuconostoc mesenteroides 219T MRS 26 
23 Lactobacillus plantarum 220 MRS 37 
24 Lactobacillus plantarum 748T MRS 37 
25 Lactobacillus brevis 216 MRS 28 
26 Lactobacillus fermentum 4007T MRS 37 
27 Lactococcus lactis 185T MRS 30 
28 Pediococcus pentosaceous 4695T MRS 37 
(*) Números asignados a los cultivos indicadores;  (**) T = cepa tipo; (***) MRS modificado 
con 0,2% de glucosa para el spot test 
Los aislados que mostraron actividad frente a alguno de los indicadores 
fueron ensayados de nuevo empleando el método del “agar well diffussion” (Cintas 
et al., 1995), utilizando como indicadores Lactococcus lactis 185T y Pediococcus 
pentosaceous 4695T. Se seleccionaron estas cepas porque en el ensayo del “spot 
test” habían resultado muy “sensibles” a la actividad antimicrobiana. 
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En este método que utiliza el sobrenadante libre de células, el aislado a 
ensayar se cultivaba en caldo MRS hasta alcanzar la fase estacionaria y 
seguidamente el cultivo se centrifugaba a 12.000 × g durante 10 minutos a 4 ºC. Al 
objeto de evitar posibles interferencias (inhibición del crecimiento del indicador), 
por la presencia en el sobrenadante de ácidos orgánicos o de peróxido de 
hidrógeno producidos en el crecimiento, antes del ensayo se ajustaba su pH a un 
valor de 6,2 con NaOH 1M y se le añadían 4000 U/mL de catalasa (Sigma). 
Finalmente este sobrenadante era filtrado a través de filtros de 0,22 μm de baja 
retención de proteínas (Durapore®, Millipore).  
Para obtener sobrenadantes concentrados se ensayaron tres métodos la 
liofilización utilizando un liofilizador FTS Systems, la evaporación en un rotavapor 
(Büchi Rotavapor R-200) y la diálisis con tripas de diálisis (Thomas Scientific) frente a 
tampón fosfato (5 mM, pH 6,5) durante 36 h a 4 ºC. 
Para ensayar los sobrenadantes obtenidos (concentrados y sin concentrar) 
se prepararon placas con 20 mL de MRS con un 0,7% de agar, adecuado para el 
crecimiento del indicador que se vaya a utilizar (Tabla 3.1), a los que se añadía un 
volumen adecuado del cultivo del indicador para alcanzar recuentos de 106 ufc. 
Tras solidificar, se realizaban pocillos de 6 mm de diámetro con un sacabocados 
estéril, se sellaban con unas gotas de agar blando para evitar perdidas y se 
llenaban con 50 μL del sobrenadante a ensayar. Para favorecer la difusión del 
sobrenadante, las placas se mantenían en el refrigerador (≤8 ºC) durante 2 h y a 
continuación se incubaban en las condiciones óptimas para el crecimiento del 
indicador. Tras 24 h de incubación se medía el diámetro del halo de inhibición 
producido alrededor de los pocillos.  
Asimismo, y para conocer en qué etapa del crecimiento celular se 
producían las bacteriocinas, se realizó un ensayo en el que se tomaron alícuotas a 
diferentes intervalos de tiempo de un cultivo (25 mL) de la cepa en estudio en 
caldo MRS, preparándose los sobrenadantes como se ha descrito anteriormente.  
El último de los métodos ensayados fue el propuesto por Yang et al. (1992). 
Estos autores indican que las bacteriocinas quedan en ocasiones adsorbidas a la 
pared celular de las células que las producen, siendo necesario proceder a su 
desorción utilizando pHs ácidos, antes de la preparación de los sobrenadantes 
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libres de células. Se prepararon cultivos de noche en caldo MRS que se 
centrifugaron (12000 × g/15 min). Las células recogidas fueron lavadas con 
tampón fosfato sódico (5 mM, pH 6,5) estéril y seguidamente resuspendidas en un 
volumen (1/5 del inicial) de solución estéril de NaCl 100 mM, pH 2, ajustada con 
ácido fosfórico al 5%, permaneciendo en agitación durante 1 h a 4 ºC. Tras una 
nueva centrifugación, los sobrenadantes fueron concentrados mediante diálisis 
durante 24 h a 4 ºC y finalmente liofilizados. Diferentes diluciones del concentrado 
obtenido, se ensayaron en pocillos como se ha explicado anteriormente en el “agar 
well diffusion”.  
3.2.3. Ensayos de fermentación 
Estos ensayos se realizaron en el laboratorio y se utilizaron berenjenas que, 
tras haber sido acondicionadas y escaldadas como se describe en el Capítulo 1 
fueron colocadas en bandejas de fondo perforado en una sola capa, e introducidas 
en un congelador convencional a -20 ºC, donde se mantuvieron 3 meses. 
Se utilizaron los mismos fermentadores y una salmuera de la misma 
composición que la descrita en el Capítulo 2. La preparación de los inóculos y el 
procedimiento de inoculación fueron los descritos en ese Capítulo. Los 
fermentadores se mantuvieron a 30 ± 2 ºC durante 8 días, y al término de la 
fermentación las Berenjenas fueron envasadas en las instalaciones de una industria 
colaboradora, con el líquido de gobierno que  utilizan en la misma. 
Para el seguimiento del proceso se tomaron diariamente muestras de 
salmuera, tal y como se describe en el Capitulo 1, en las que se realizaron los 
correspondientes análisis químicos y microbiológicos.  
3.2.4. Análisis químico y microbiológico de las salmueras 
El tratamiento previo de las salmueras y los análisis químicos efectuados 
fueron igualmente los descritos en el Capítulo 1, pero en esta ocasión se determinó 
la concentración de cloruro sódico utilizando un clorurómetro Chloride Analyser 
Sherwood (mod. 926) (Sherwood Scientific Ltd. Cambrigde, UK). 
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El análisis microbiológico consistió en recuentos de bacterias lácticas en 
agar MRS tras incubar a 37 ºC durante 48 h, en condiciones anaerobias.  
Todos los análisis se realizaron por duplicado. 
3.2.5. Seguimiento de los cultivos inoculados  
Se utilizó la técnica conocida como Randomly Amplified Polymorphic DNA 
(RAPD-PCR), cuyo fundamento ha sido descrito en la Introducción general de esta 
memoria. 
La Figura 3.1 muestra de forma esquemática las principales etapas del 
método de obtención de los patrones de polimorfismo de ADN mediante RAPD y 
su tratamiento posterior. 
 
FIGURA 3.1. Principales etapas de la aplicación de la técnica RAPD-PCR 
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De las placas de agar MRS utilizadas en los recuentos de cada fermentador 
se tomaron 10 colonias que fueron analizadas mediante RAPD-PCR. 
3.2.5.1. Preparación de los extractos crudos de ADN  
La técnica RAPD puede ser aplicada a ADN purificado o bien a ADN 
obtenido directamente de un cultivo (líquido o sólido), lo que resulta mucho más 
rápido y sencillo. Diversos autores (Welsh y McClellan, 1991; Mazurier et al., 1992; 
Veyrat et al., 1999) han descrito que los resultados obtenidos con ambos 
procedimientos son muy similares.  
En nuestro estudio para la extracción del ADN, se ensayaron 3 métodos 
con varios aislados elegidos al azar: 2 kits comerciales, “Bactools” (Biotools) y 
MasterPureTM (Ecogen), y el método de extracción rápida de Veyrat et al. (1999), 
con las modificaciones propuestas por Sánchez et al. (2004). 
En este último, partíamos de una colonia bien desarrollada (diámetro de 1-
2 mm) que se resuspendía con la ayuda de una punta de pipeta estéril, en 50 μL de 
tampón 10 mM Tris-HCl (pH 7,5), que contenía 5 U de mutanolisina, incubándose a 
37 ºC durante 2 h. Tras este pretratamiento enzimático que debilita las paredes 
celulares, la suspensión celular se centrifugaba (13600 × g/15 min/4 ºC) y el 
sedimento celular obtenido se lavaba con tampón 10 mM Tris-HCl (pH 9,0). 
Finalmente se resuspendía en 50 μL de tampón de lisis (10 mM Tris-HCl, pH 9,0; 1% 
Tritón X-100) y se introducía en un baño con agua a ebullición durante 5 minutos, 
para la lisis celular. 
Cuando se utilizaron los kits comerciales se siguieron los procedimientos 
descritos por los fabricantes. 
3.2.5.2. Amplificación del ADN 
Las reacciones de amplificación se realizaron en un termociclador (Perkin 
Elmer, GeneAmp PCR System 2400).  
Las cantidades de los componentes de la mezcla de reacción de PCR y el 
programa de amplificación fueron optimizados y las condiciones finalmente 
utilizadas son las que se detallan en las Tablas 3.2 y 3.3. Se utilizó el cebador de 
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secuencia arbitraria OPL-05 (5´-ACGCAGGCAC-3´) porque había sido utilizado con 
buenos resultados anteriormente (Sánchez et al., 2004). El volumen final de 
reacción fue de 50 μL 






(V final=50 μL) 
Concentración 
final 
en la reacción 
Tampón de reacción 
(Biotools) 
10× 5 μL 1× 




4 μL 2 mM 
(cada nucleótido) 
MgCl2 50 mM 2 μL 2 mM 
Cebador OPL-05 
(Genotek) 
25 μM 2 μL 1 μM 
ADN polimerasa 
(Biotools)* 
1 U/μL 1 μL 1 U 
H2O - 31 μL - 
ADN molde - 5  μL - 
* Añadir tras el primer ciclo 
TABLA 3.3. Programa de amplificación utilizado en la reacción de PCR 






1 5 min a 95 ºC   
2 40 s a 94 ºC 1 min a 45 ºC 1 min a 72 ºC 
30 40 s a 94 ºC 1 min a 52 ºC 3 min a 72 ºC 
1   5 min a 70 ºC 
 
En todos los ensayos se incluyó una muestra-control negativa que no 
contenía ADN, para asegurarnos del buen funcionamiento de la técnica y 
comprobar si se producían amplificaciones inespecíficas.  
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Al término de la reacción los tubos con los amplificados se mantenían a 5 
ºC hasta que se realizaba la electroforesis. 
3.2.5.3. Electroforesis en geles de agarosa de los productos de 
amplificación 
La separación y visualización de los productos de amplificación se realizó 
mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa. Los geles se prepararon 
con agarosa tipo D-1 Baja-EEO (Pronadisa, Alcobendas, Madrid) al 1,5% (p/v) en 
tampón TBE 1× [54 g/L Tris(hidroximetil)aminometano; 27,5 g/L ácido bórico; 20 
mL EDTA 0,5 M, pH 8] y contenían 0,5 μg/mL de bromuro de etidio (Bio-Rad).  
Las muestras (20 μL del amplificado con 4 μL de tampón de carga 6× 
[0,25% azul de bromofenol; 0,25% xileno cianol; 30% v/v glicerol]) eran cargadas 
en el gel y seguidamente éste se sumergía en tampón TBE 1× en la cubeta de 
electroforesis (Bio-Rad). La electroforesis se realizó a una intensidad constante de 
70 A durante 2 horas. Los geles se visualizaron en un transiluminador ultravioleta 
(UV) (Vilber Lourmat) a 254 nm, y sus imágenes fueron recogidas con un sistema 
captador de imágenes digital (DC 290 Zoom, KODAK). 
Para la normalización posterior de los geles, en cada uno de los extremos, 
se cargaban 2 μL del marcador de peso molecular 100 bp-ladder (Biotools), 
mezclados con 15 μL de tampón de carga 6×. Este marcador tiene 11 fragmentos 
de ADN, de tamaños comprendidos entre 80 y 1031 pb. 
3.2.5.4. Estudio de reproducibilidad y análisis numérico de los 
perfiles de polimorfismo de ADN 
En este tipo de ensayos es siempre necesario llevar a cabo un estudio de 
reproducibilidad de la técnica. Para ello se tomaron al azar 4 aislados con los que 
por cuadruplicado se llevó a cabo el procedimiento completo de obtención de los 
perfiles RAPDs como se ha descrito anteriormente. De cada uno de los aislados se 
prepararon 4 cultivos en placas de agar MRS, de los que se obtuvieron los 
correspondientes extractos crudos de ADN que se amplificaron, resultando un total 
de 4 reacciones para cada aislado. Los productos de amplificación de los replicados 
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fueron separados 2 a 2 en geles diferentes, para estimar también la 
reproducibilidad entre geles. El análisis numérico de los 16 patrones de 
amplificación obtenidos se realizó como se describe a continuación. 
Para la conversión, normalización y procesado de las imágenes, se utilizó el 
programa informático GelCompar versión 4.0 (Applied Maths, Kortrijd, Belgium) 
(Vauterin y Vauterin, 1992). La comparación de los perfiles de polimorfismo de 
ADN se realizó mediante el cálculo del coeficiente de correlación de Pearson y se 
realizó un análisis cluster mediante el algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group 
Method using Average Linkage) que permitió la construcción de los 
correspondientes dendrogramas de similitud. El valor de “r” (coeficiente de 
correlación de Pearson) se expresó en el dendrograma como % de similitud 
(r×100). 
Los pasos seguidos para el análisis de los perfiles fueron los siguientes: 
• Registro de los perfiles electroforéticos como imágenes tipo “tiff” 
• Normalización por estandarización de la longitud de los perfiles, con 
compensación de las pequeñas diferencias para un mismo gel y entre geles 
y eliminación del ruido de fondo 
• Medida de la similitud de los perfiles mediante el cálculo del coeficiente de 
correlación de Pearson (r) (Sneath y Sokal, 1973) 
• Análisis cluster mediante el cálculo del algoritmo a partir de la matriz de los 
valores r (Sokal y Michener, 1958) 
• Cálculo del coeficiente de correlación Cofenética, que mide la distorsión del 
dendrograma obtenido a partir de la matriz de datos de similitud (Sokal y 
Rohlf, 1962). 
3.2.6. Análisis sensorial 
Tres meses después del envasado, las Berenjenas fermentadas en este 
estudio y otras 2 de marcas comerciales fueron evaluadas sensorialmente. Se 
realizó un análisis sensorial descriptivo en el que participó un panel de 10 
catadores entrenados. Los atributos analizados y la ficha de cata utilizada fueron 
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los seleccionados en el Capítulo 1. Todas las muestras fueron evaluadas por 
duplicado en sesiones diferentes. 
3.2.7. Análisis estadístico de los resultados 
A los resultados del análisis sensorial, se les aplicó el test de Student-
Newman-Keuls, con un nivel de significación α≤0,05. El análisis estadístico se realizó 
utilizando el programa SPSS para Windows (versión 10.0) (SPSS, 2000).
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
3.3.1. Caracterización tecnológica de las cepas 
 La Tabla 3.4 recoge los resultados obtenidos en los ensayos de 
caracterización tecnológica de las cepas. 
¡Error! Vínculo no válido. 
Sólo 7 de las 23 cepas estudiadas fueron capaces de descarboxilar alguno 
de los aminoácidos ensayados, en particular la ornitina, no influyendo en los 
resultados las condiciones de incubación (aerobiosis o anaerobiosis). La Figura 3.2 
muestra el viraje del color amarillo a púrpura producido cuando el ensayo era 
positivo. 
 
FIGURA 3.2. Placas mostrando un resultado positivo (izquierda) y negativo (derecha) en el 
ensayo de producción de aminas biógenas 
Por especies se observa que, mientras todas las cepas de L. brevis fueron 
capaces de descarboxilar alguno de los aminoácidos ensayados, ninguna de las de 
L. plantarum lo hicieron, a excepción de la cepa 4G23 que descarboxiló la ornitina. 
Las cepas de L. pentosus mostraron un comportamiento muy similar a aquellas de 
L. plantarum y únicamente se observó un débil cambió de color en las placas de L-
lisina sembradas con la cepa 7G36. La capacidad de los aislados de L. fermentum 
para descarboxilar la ornitina, fue dependiente de la cepa. Ninguna de las 23 cepas 
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Estos resultados confirman la limitada capacidad de las bacterias lácticas 
aisladas de vegetales para producir aminas biógenas, como ya había sido apuntado 
por Daeschel et al. (1987). Asimismo confirman lo indicado por Beutling (1996) y 
Bover-Cid et al. (2001), quienes afirman que la capacidad de éstas para producir 
aminas biógenas es una propiedad dependiente de la cepa más que de la especie 
en sí misma. A pesar de esto, es posible afirmar que la capacidad aminobiogénica 
parece ser mucho más frecuente en cepas de algunas especies como L. brevis  que 
en las de otras como L. plantarum  que, generalmente, han sido descritas como no 
productoras de estas aminas (Silla Santos, 1998; Bover-Cid et al., 2001).  
Podemos concluir que cualquiera de las cepas de L. plantarum o de L. 
pentosus, serían candidatas “seguras” a ser utilizadas en un cultivo iniciador, por su 
incapacidad para producir aminas biógenas.  
Todas las cepas crecieron con concentraciones de NaCl de 40 y 65 g/L, 
aunque aquellas de L. fermentum lo hicieron muy débilmente a la mayor de estas 
concentraciones. Con una concentración de 80 g/L, sólo crecieron las cepas de L. 
plantarum y L. pentosus, que también en esta ocasión mostraron un 
comportamiento muy similar. Hugas et al. (1993) obtuvieron resultados idénticos 
con cepas de estas especies procedentes de embutidos. 
Con respecto a los ensayos de producción de H2O2, es interesante indicar 
que en los primeros análisis efectuados encontramos que, en todos los casos, se 
producían pequeñas cantidades de yodo molecular (I2) tras la reacción 
colorimétrica. Este hecho fue lo que nos llevó a pensar que tal vez durante la 
incubación, las cepas producían otros compuestos oxidantes diferentes del 
peróxido de hidrógeno que interferían en los resultados, y por ello introdujimos un 
control que se trataba tal y como se ha descrito en el apartado de Material y 
Métodos.  
Los resultados de los ensayos posteriores recogidos en la Tabla 3.4, 
muestran que la capacidad para producir peróxido de hidrógeno es inherente a la 
cepa, coincidiendo con lo descrito por Yap y Gilliland, (2000). Las cantidades 
producidas variaban con las condiciones de incubación y con el medio de cultivo 
utilizado, produciéndose siempre mayores cantidades cuando se incubaba en 
agitación y con leche semidesnatada, si bien la capacidad para producir H2O2 era 
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independiente de las condiciones. Resultados similares han sido obtenidos en 
estudios realizados por otros autores (Ocaña et al., 1999).  
Tres de las cuatro cepas de L. fermentum y una de L. plantarum produjeron 
peróxido de hidrógeno, siendo la cepa 6G14 de L. fermentum la que destacó de 
forma más sobresaliente. La capacidad acidificante varió también con las cepas 
(Tabla 3.4), con descensos de pH que oscilaron entre 1,81 y 2,42 unidades. Las 
cepas de L. fermentum mostraron en esta ocasión un comportamiento más 
homogéneo, siendo además las menos acidificantes como corresponde a su 
naturaleza heterofermentativa. Por el contrario, las cepas de L. plantarum, con la 
excepción de las cepas 5G22, y 7G24 fueron las más acidificantes. 
Las velocidades específicas de crecimiento oscilaron entre 0,37 y 0,69 h-1. 
Beal et al. (1994) en un ensayo utilizando idénticas condiciones de cultivo, 
obtuvieron valores similares a los de este estudio para la especie L. plantarum. 
Ninguna de las 23 cepas estudiadas mostró actividad pectinásica, celulásica 
o poligalacturonásica. 
De los resultados hasta ahora expuestos merece ser destacado el 
comportamiento tan similar, de las cepas de L. pentosus y L. plantarum, en muchas 
de las propiedades tecnológicas ensayadas, lo que era quizás esperable en especies 
filogenéticamente tan relacionadas y con fenotipos tan similares (Torriani et al., 
2001). 
La Tabla 3.5 muestra los resultados del estudio de la capacidad 
bacteriocinogénica.  
Los tamaños de los halos de inhibición fueron en ocasiones superiores a 
los10 mm (Figura 3.3). Los indicadores pertenecientes al grupo de las BL, resultaron 
más sensibles a su actividad, destacando las especies Lc. lactis 185T y P. 
pentosaceous 4695T. Coincidiendo con lo publicado por Garriga et al. (1993), pudo 
observarse que también en lo que se refiere a la sensibilidad como indicador, el 
comportamiento de las cepas fue diferente, encontrándonos con que las cepas de 
una misma especie no eran igualmente inhibidas.  
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FIGURA 3.3. Placa mostrando algunos resultados obtenidos en el “agar spot test” 
 
¡Error! Vínculo no válido. 
 
Los sobrenadantes libres de células concentrados y sin concentrar de las 20 
cepas que habían mostrado alguna actividad en el “agar spot test”, fueron 
ensayados con el método “agar well diffusion” y en esta ocasión no se produjo la 
inhibición del crecimiento de alguno de los dos indicadores en ningún caso. Otros 
autores (Garriga et al., 1993) han indicado que cuando se pasa de ensayar cultivos 
en medio sólido (agar spot test) a ensayar los sobrenadantes libres de células 
neutralizados (agar well diffusion) disminuye considerablemente el porcentaje de 
cepas con actividad antagonista.  
Tampoco se obtuvieron resultados positivos cuando se analizaron los 
sobrenadantes de las muestras tomadas en distintos momentos de la curva de 
crecimiento. Con este ensayo pretendíamos conocer no sólo en qué momento de 
la curva de crecimiento se producían las bacteriocinas sino también si los resultados 
negativos de los ensayos anteriores podían ser debidos a la degradación de éstas 
tras su excreción al medio, ya que con anterioridad se habían ensayado 




















































Los sobrenadantes obtenidos tras el tratamiento de desorción (Yang et al., 
1992) tampoco mostraron actividad inhibidora del crecimiento.  
 144 
 Resultados y discusión 
 
 
El análisis de estos resultados nos lleva a sugerir que la ausencia de 
actividad bacteriocinogénica en los sobrenadantes podía ser debida a diversas 
razones (i) que la actividad inhibidora del crecimiento detectada en medio sólido, 
fuera debida a otros factores como el pH del medio o la producción de peróxido de 
hidrógeno. No obstante, esto es bastante improbable porque se establecieron 
estrategias para evitar estos falsos positivos, como la utilización de un medio con 
baja concentración de azúcar que evitaba una excesiva producción de ácidos, y la 
adición de catalasa que eliminaba el posible peróxido de hidrógeno formado, (ii) 
que las cepas ensayadas únicamente fueran capaces de producir y/o liberar 
bacteriocinas cuando se desarrollaban en medio sólido, (iii) que las posibles 
bacteriocinas producidas no fuesen activas al pH al que se ajustaba el 
sobrenadante, lo que no parece probable por los datos recogidos en la bibliografía 
para otras bacteriocinas y iv) que las cepas estudiadas no tuvieran capacidad 
bacteriocinogénica. Algunos de estos aspectos han sido también apuntados por 
Casaus (1998). 
Los resultados de este estudio nos permiten afirmar que tan sólo cuando se 
ensayaron cultivos enteros de las cepas (agar spot test) pudo detectarse actividad 
inhibidora del crecimiento, si bien no se pudo confirmar que ésta fuera debida a la 
producción de bacteriocinas. De todas las cepas ensayadas la que mostró un mayor 
espectro de inhibición fue la 3G33 de L. plantarum que en los ensayos anteriores, 
había demostrado tener una elevada capacidad acidificante, aunque no producía 
peróxido de hidrógeno. 
La primera conclusión que se desprende de estos resultados es que, como 
ya han indicado algunos autores (Ramos y Harlander, 1990; Mora et al., 2000; 
Bover-Cid et al., 2001), existen diferencias importantes entre las cepas de una 
misma especie, de ahí que sea necesaria una caracterización previa de las mismas 
antes de su selección para formar parte de un cultivo iniciador. 
3.3.2. Ensayos de fermentación 
3.3.2.1. Diseño de los cultivos iniciadores 
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Para el diseño de los cultivos iniciadores se consideró conveniente elegir 
una cepa de cada una de las especies identificadas por Sánchez et al. (2000) en la 
fermentación de la Berenjena de Almagro. No obstante, por la similitud de 
comportamiento observada en el estudio de caracterización tecnológica entre las 
cepas de L. pentosus y las de L. plantarum y basándonos en el hecho de que L. 
plantarum había sido la especie más abundante en esa fermentación, se optó por 
seleccionar sólo una cepa de esta especie. Se eligieron por tanto las 3 cepas que 
habían mostrado las mejores propiedades en el estudio de caracterización 
tecnológica.  
La cepa 6G14 de L. fermentum fue seleccionada por ser la mayor 
productora de peróxido de hidrógeno. De la especie L. plantarum se eligió la 3G33, 
que había mostrado una capacidad acidificante ligeramente superior a las restantes 
de esta especie, un mayor espectro de inhibición en el estudio de la actividad 
bacteriocinogénica y además había sido el genotipo de L. plantarum más 
abundante en la fermentación de donde procedían estos aislados (Sánchez et al., 
2004). La cepa 3G22 de L. brevis, fue elegida al azar porque todas las de esta 
especie tuvieron un comportamiento muy similar. Su capacidad para descarboxilar 
la ornitina no fue considerada un impedimento serio para su elección porque había 
sido aislada de un proceso espontáneo y por el bajo contenido en proteínas de las 
berenjenas, hace bastante improbable que se pueda alcanzar una concentración 
de putrescina peligrosa para el consumidor (Stratton et al., 1991). 
Antes de ser definitivamente seleccionadas como cultivos iniciadores se 
llevó a cabo un ensayo cruzado utilizando el método del spot test, para determinar 
que no había ningún tipo de inhibición entre ellas, que resultó negativo. 
Con las cepas seleccionadas se prepararon 3 lotes: 
• Lote A (fermentadores I y II) se inocularon con la cepa 3G33 de L. 
plantarum. El motivo de que se considerara esta opción fue que  los 
cultivos iniciadores comerciales para vegetales están compuestos 
habitualmente sólo por esta especie, y siempre resulta 
tecnológicamente más sencillo la utilización de cultivos monoespecie. 
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• Lote B (fermentadores III y IV) se inocularon con una mezcla a partes 
iguales de las cepas 3G33 de L. plantarum y 6G14 de L. fermentum.  
• Lote C (fermentadores V y VI) se inocularon con una mezcla a partes 
iguales de las 3 cepas seleccionadas, la 3G33, la 6G14 y la 3G22 de L. 
brevis.  
3.3.2.2. Evolución de las fermentaciones y seguimiento de los 
cultivos inoculados  
La evolución de los parámetros químicos en las salmueras de fermentación 
(datos no mostrados) fue la habitual en este proceso y muy similar a la mostrada en 
la Figura 2.1 (Capítulo 2). 
También los recuentos de BL siguieron una evolución similar a la descrita 
en el capítulo anterior, y mientras que los fermentadores inoculados alcanzaron 
recuentos de 108 ufc/mL (Figura 3.4) pocas horas después de la inoculación, en los 
no inoculados estos valores se alcanzaron 4 días más tarde manteniéndose hasta el 
















FIGURA 3.4. Evolución de los recuentos de bacterias lácticas durante la fermentación.  
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X Lote A;  Lote B;      Lote C;    Fermentadores no inoculados;       Inoculación 
De las placas utilizadas en los recuentos se obtuvieron un total de 582 
aislados, que fueron analizados mediante RAPD. 
Con los 3 métodos de extracción del ADN ensayados, obtuvimos resultados 
equivalentes por lo que optamos por el método de extracción rápida descrito por  
Veyrat et al. (1999) por su simplicidad, bajo coste y rapidez metodológica. Esta 
técnica permitió la lisis de todos los aislados lo que facilitó enormemente el ensayo 
ya que la extracción se hacía directamente de las colonias tomadas de las placas de 
los recuentos, sin purificación previa. 
La Figura 3.5 muestra el dendrograma de similitud obtenido en el estudio 
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                valor de similitud= 81% 
(*) 1 y 2 corresponden a los perfiles RAPDs obtenidos en uno de los geles y 3 y 4 a los del otro gel 
Figura 3.5. Perfiles de amplificación y dendrograma de similitud obtenidos en el estudio de 
reproducibilidad 
La línea discontinua indica el mínimo valor de similitud (r × 100), igual al 
81%, obtenido en este estudio. Este valor fija el umbral por encima del cual dos 
aislados pueden ser considerados clones idénticos de la misma cepa, y ha sido 
utilizado en este estudio para asignar los aislados obtenidos de las salmueras de los 
fermentadores a alguna de las cepas inoculadas como cultivos iniciadores.  
La Figura 3.6 muestra un gel con los perfiles de polimorfismo (RAPDs) de 
ADN de las tres cepas utilizadas como cultivos iniciadores y de otros aislados 
obtenidos de las salmueras.. 
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FIGURA 3.6. Perfiles de polimorfismo RAPDs de las cepas inoculadas y de algunos 
aislados procedentes de las fermentaciones. Línea 2: L. plantarum 3G33; Línea 3: L. 
fermentum 6G14; Línea 4: L. brevis 3G22; Líneas 5 y 6: aislados no identificados. Líneas 1 y 7 
marcador de pesos moleculares (100 bp Ladder; Biotools); Línea 0 control negativo. 
Las notables diferencias entre ellos permitían una fácil y rápida 
diferenciación visual, a pesar de lo cual, se realizó el análisis numérico de los perfiles 
 149 
Capítulo 3  
 
 
de polimorfismo RAPDs de todos los aislados, asignándose a alguna de las cepas 
inoculadas cuando sus perfiles se agrupaban en el mismo cluster con un r ≥ 81%. 
En caso contrario fueron considerados aislados de “identidad desconocida”.  
En la Figura 3.7 se muestran a modo de ejemplo algunos geles obtenidos 








Como era de esperar, los perfiles de todos los aislados obtenidos durante 
los dos días anteriores a la inoculación, fueron diferentes de los de las cepas 
inoculadas y algunos de ellos volvieron a aparecer en otros días de fermentación. 
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Un hecho observado con cierta frecuencia en los patrones de amplificación 
de los aislados obtenidos de las salmueras de los últimos días de fermentación, fue 
la desaparición de alguna de sus bandas (Figura 3.8). 
FIGURA 3.7. Geles de agarosa con los perfiles RAPDs de algunos aislados 
obtenidos con el cebador OPL-05 
 
                                          1         2        3          4 
 
FIGURA 3.8. Patrones de amplificación RAPDs de aislados de los últimos días de 
fermentación (Líneas 1 y 2) y de los primeros días (Líneas 3 y 4) 
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Este hecho, atribuible a un proceso de adaptación de las cepas hizo difícil 
su asignación que se realizó considerando únicamente las bandas restantes como 
describen otros autores (Hayford et al., 1999).  
No obstante es necesario indicar que esta simplificación es posible sólo 
cuando, y como ocurre en este estudio, se trata de fermentaciones muy 
controladas, con escasa presencia de otra microbiota acompañante, pero nos lleva 
a pensar en las dificultades que podrían surgir cuando se tratase de monitorizar 
cepas inoculadas en fermentaciones industriales, donde la presencia de cepas 
salvajes de las mismas especies está casi garantizada. 
Una vez asignados los perfiles pudo calcularse la implantación de las cepas 
inoculadas en cada uno de los días de la fermentación. Esta se expresó como el 
cociente entre el número de aislados pertenecientes a cada una de las cepas y el 
número total de aislados obtenidos ese día, y por 100.  
La Figura 3.9 muestra los resultados del estudio de implantación. Los 
valores representados son la media de los obtenidos para cada lote.  
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FIGURA 3.9. Porcentajes de implantación de los cultivos iniciadores 
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              Tras la inoculación (día 2 de la fermentación), se observa, en todos los lotes, 
un claro predominio de las cepas inoculadas, no alcanzándose en ningún caso 
valores superiores al 20% para los aislados “no identificados”. En el lote A, donde la 
única cepa inoculada había sido L. plantarum  3G33, se observa un predominio casi 
absoluto de la misma desde el momento de la inoculación. En los lotes B y C  en los 
que se inocularon mezclas a partes iguales de distintos cultivos, se observa que, 
aunque inmediatamente tras la inoculación la presencia de las distintas cepas era la 
esperada, pocas horas más tarde hay un claro predominio de la cepa 6G14 de L. 
fermentum, en detrimento de las restantes, cuya presencia fue escasa o en algunos 
momentos, nula. L. brevis 3G22 aunque estuvo presente hasta el final de la 
fermentación, su porcentaje de participación fue siempre inferior al 30%. 
De los resultados del estudio de implantación, merece ser destacada la 
dificultad mostrada por L. plantarum para colonizar el proceso, cuando se 
inoculaba en cultivos mixtos. Este hecho resulta muy sorprendente si se tiene en 
consideración que las 3 cepas utilizadas en este estudio habían sido aisladas de una 
fermentación espontánea en la que Sánchez et al. (2000) describieron que L. 
plantarum había sido la especie predominante durante toda la fermentación. 
Estos resultados contradicen lo afirmado en el Capítulo anterior, en el que 
atendiendo a los resultados del análisis sensorial, “suponíamos” la “no 
implantación” de la cepa de L. fermentum utilizada es ese proceso, y confirman la 
conveniencia de utilizar algún método con gran capacidad discriminante, como es 
la RAPD-PCR para la monitorización de las cepas inoculadas. Además, es posible 
afirmar que la RAPD-PCR, a pesar de la escasa reproducibilidad sugerida por 
algunos autores (Bassam et al., 1992; Cusick y O’Sullivan, 2000), resultó ser un 
método eficaz para realizar el seguimiento de las cepas inoculadas, en este tipo de 
fermentaciones.  
3.3.4. Análisis Sensorial 
En la Figura 3.10 se ha representado en un diagrama de “tela de araña” el 



































Lote A Lote B Lote C Comercial 1 Comercial 2
FIGURA 3.10. Representación de las puntuaciones medias obtenidas para cada atributo en 
el análisis sensorial descriptivo 
Cuando se aplicó el test de Student-Newman-Keuls, a las puntuaciones 
otorgadas por los catadores resultó que sólo existían diferencias significativas para 
los atributos intensidad olfativa y color verde.  
Estos resultados confirmaron aquellos obtenidos en el estudio del efecto de 
la congelación (Capítulo 1), en el que las Berenjenas elaboradas con frutos 
congelados no fueron sensorialmente hablando “peores” que las elaboradas con 
frutos no congelados. 
Las Berenjenas del lote C obtuvieron una puntuación ligeramente superior 
en el atributo “impresión global”, lo que nos permitiría concluir que el mejor cultivo 
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iniciador sería aquel constituido por una mezcla de cepas de las especies, L. 
plantarum, L. brevis y L. fermentum a pesar de que los estudios de monitorización 
han mostrado una escasa implantación de la cepa de L. plantarum. En nuestra 
opinión, no debería prescindirse de esta especie en ningún caso porque sus 
excelentes propiedades tecnológicas hacen que su contribución, aunque escasa, 
sea importante en el proceso. 
Del análisis de estos resultados y teniendo en consideración que las 
diferencias observadas entre las Berenjenas de los lotes B y C, fueron realmente 
pequeñas, proponemos como cultivo iniciador más adecuado para la fermentación 
de las Berenjenas de Almagro, aquel constituido por las cepas 3G33 de L. 
plantarum y 6G14 de L. fermentum. 
La adición de una tercera cepa de L. brevis complica la preparación de los 









 Las conclusiones que se desprenden de los resultados anteriormente 
expuestos son: 
 Las propiedades tecnológicas tienen carácter intraespecífico, por lo 
que es necesario realizar una caracterización de las cepas antes de su 
inclusión en un cultivo iniciador. 
 El cultivo iniciador más adecuado debería incluir una mezcla de 
especies homo y heterofermentadoras, siendo la cepa L. fermentum 6G14 una 
excelente candidata, por su buena implantación en la fermentación de las 
Berenjenas de Almagro. 
 Las cepas inoculadas aunque de forma desigual lograron 
implantarse en el proceso, lo que hace pensar que podrían resultar de gran 
utilidad en la industria para desestacionalizar la elaboración de las Berenjenas 
de Almagro. No obstante este punto deberías ser confirmado a escala 
industrial.  
 La RAPD resultó ser una técnica de gran utilidad en la 
monitorización de cultivos inoculados, si bien es necesario que las condiciones 
experimentales se definan con gran precisión para que la reproducibilidad sea 









El proceso tecnológico de elaboración de Berenjenas de Almagro en las 
empresas acogidas a la IGP, ha sido descrito en detalle en la introducción de 
esta memoria. Sin embargo, es necesario indicar que, aunque en esencia éste es 
muy similar en las diferentes empresas, se producen variaciones que pueden 
afectar sustancialmente al proceso y, en definitiva, a las características del 
producto obtenido.  
En un estudio de tipificación de la Berenjena de Almagro realizado por 
Ballesteros (1996), se encontraron diferencias significativas en algunas 
características físicas (textura), químicas y sensoriales en las Berenjenas de 
Almagro comercializadas, lo que a criterio de este autor resulta del todo 
inaceptable para el consumidor especialmente cuando, como ocurre en este 
caso, se trata de un producto acogido a una IGP. Ballesteros en ese trabajo 
indicaba que el origen de estas diferencias podría ser la participación de una 
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El estudio que se describe en este Capítulo, es parte de un proyecto de 
investigación subvencionado por la Consejería de Industria y Trabajo de la 
Junta de Comunidades de Castilla-La Mancha que se planteó a solicitud de una 
empresa del sector, en la búsqueda de soluciones a los problemas que la misma 
tenía en la elaboración de Berenjenas de Almagro. Esta empresa había tenido 
en repetidas ocasiones fallos en la fermentación o paradas fermentativas que 
producían un reblandecimiento importante de los frutos, lo que les impedía su 
comercialización, ocasionándoles importantes pérdidas económicas. 
Para conocer el origen del problema planteamos un estudio del proceso 
de elaboración que llevan a cabo en la empresa (resultados recogidos en el 
capítulo siguiente) y en paralelo realizamos un ensayo para conocer el 
comportamiento de las cepas que habíamos seleccionado previamente y la 
viabilidad de su utilización a escala industrial, como una posible solución a los 
problemas de paradas fermentativas. Este estudio permitiría al mismo tiempo, 
confirmar la idoneidad de los cultivos iniciadores previamente en el laboratorio 
y completar el proceso de selección. 
En este punto es necesario indicar, como ya lo han hecho algunos otros 
autores (Etchells et al., 1973; Daeschel y Fleming, 1984) que la utilización de 
cultivos iniciadores a escala industrial exige ciertas condiciones de “higiene”, en 
utensilios e instalaciones, para evitar competencias entre los microorganismos 
inoculados y aquellos de la flora natural, condiciones con las que no 
contábamos en este estudio, y que iban a requerir un esfuerzo económico 
importante para la empresa, en caso de que la utilización de cultivos iniciadores 





4.2. MATERIAL Y MÉTODOS 
4.2.1. Cultivos utilizados 
Las cepas utilizadas en este estudio, L. plantarum 3G33, L. fermentum 
6G14 y L. brevis 3G22, habían sido caracterizadas previamente en nuestro 
laboratorio y seleccionadas por sus mejores propiedades tecnológicas. Antes de 
su utilización, fueron cultivadas en medio MRS con una concentración de NaCl 
del 3% (p/v) idéntica a la de la salmuera que se utiliza en la empresa. De esta 
tratábamos de que se adaptaran a estas concentraciones y evitar el que no 
crecieran más tarde en los fermentadores.  
4.2.2. Diseño experimental 
Este estudio se realizó en el mes de septiembre de la campaña del año 
2004, en las instalaciones de una empresa elaboradora acogida a la IGP 
“Berenjena de Almagro”.  
Se utilizaron berenjenas (Solanum melongena L. var. esculentum 
depressum) de un tamaño medio (entre 34 y 44 g), recién recolectadas, que 
fueron acondicionadas y tratadas de la forma  habitual en esta empresa.  
Se utilizaron barriles de 30 L de capacidad (Figura 4.1), similares a los 
que utilizan habitualmente en esta fábrica pero de menor volumen, que 
contenían 10 Kg de berenjenas. El procedimiento de llenado y la adición de 
salmuera, así como la composición de la misma y las condiciones de 
fermentación fueron idénticos a las de las fermentaciones industriales.  
Los inóculos se añadieron en una concentración aproximada de 105 
ufc/mL de cada cepa y se prepararon resuspendiendo una cantidad adecuada 
de cada uno de los liófilos, en una alícuota de la propia salmuera, tal y como se 
ha descrito en el Capítulo 2.  
Se ensayaron 2 cultivos iniciadores. Uno de ellos estaba formado por las 
cepas 3G33 de L. plantarum y 6G14 de L. fermentum a partes iguales y el otro 
por una mezcla de las cepas 3G33 y 3G22 de L. brevis también a partes iguales.  
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La adición de los inóculos se realizó durante el llenado de los barriles. 
Los cultivos se inocularon por duplicado y se prepararon además otros dos 
fermentadores que se dejaron fermentar espontáneamente y se usaron como 
control. 
Los barriles se situaron en una nave cubierta de 50 × 15  metros sin 
control alguno de temperatura, por lo que las oscilaciones fueron las propias de 
la época del año en la que se realizó el estudio y junto a los industriales, para 
considerar el posible efecto de intercambio de la microbiota.  
Para el seguimiento de la fermentación se tomaron muestras diarias de 
las salmueras, donde se realizaron los correspondientes análisis físico-químicos y 
microbiológicos.  
 
FIGURA 4.1. Barriles utilizados en las fermentaciones 
Una vez concluida la fermentación las berenjenas fueron envasadas en 
botes de 1 Kg, utilizando el líquido de gobierno habitual en la empresa y los 






4.2.2. Evolución de la fermentación  
Los análisis químicos efectuados fueron los mismos que se han descrito 
en los capítulos anteriores. Todas las determinaciones se realizaron por 
duplicado. 
Los análisis microbiológicos consistieron en: 
 Recuento de microorganismos aerobios mesófilos totales mediante 
siembras en profundidad en placas de agar Plate Count (PCA) (Scharlau) (APHA, 
1976) incubándose a 30 ºC durante 72 h. 
 Recuentos de bacterias lácticas en placas de agar MRS que se incubaron 
a 30 ºC durante 48 h, en anaerobiosis. 
 Recuento de enterobacterias en placas de agar rojo violeta glucosa bilis 
(VRBG, Oxoid) que se incubaron a 37 ºC durante 72 h (Mossel et al., 1962). 
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
La evolución de las fermentaciones fue similar en todos los casos (Figura 
4.2), incluidos los fermentadores no inoculados.  























FIGURA 4.2. Evolución de la fermentación.    L. plantarum 3G33 y L. fermentum 6G14 ;        L. 
plantarum 3G33 y L. brevis 3G22;  Fermentadores sin inocular a: Concentración de Glucosa + 
Fructosa, b: Concentración de NaCl, c: pH, d: Recuentos de aerobios mesófilos totales 
A partir del día 5-6 del proceso se observó un descenso de la 
concentración de azúcares (Glucosa+Fructosa) (Figura 4.2 a), que nos indicaba 
el inicio de la fermentación. En ese mismo punto, los recuentos de mic 
roorganismos totales, que habían seguido la evolución habitual, 































































recuentos en las placas de agar MRS (datos no representados) fueron muy bajos 
en todos los casos y las escasas colonias que crecieron no presentaban el 
aspecto propio de aquellas correspondientes a bacterias lácticas. Eran de gran 
tamaño y color rosado (Figura 4.3) y su observación microscópica en fresco 
reveló que se trataba de levaduras.  
 
FIGURA 4.3. Levaduras crecidas en agar MRS 
En las placas de agar VRBG no hubo crecimiento alguno, lo que 
confirmaba la ausencia de enterobacterias en el proceso. 
Un hecho destacable es que la concentración de NaCl (Figura 4.2 b) en 
la salmuera (25 g/L) es ya inicialmente algo más baja que la utilizada en otras 
empresas, lo que unido al descenso que ocurre en las primeras horas del 
proceso, hizo que ésta alcanzara valores en torno a los 15 g/L  casi desde el 
inicio de la fermentación, lo que sin duda favoreció la proliferación de levaduras 
en la salmuera. 
En ninguna de las muestras analizadas se detectó la presencia de ácido 
láctico (datos no mostrados), lo que nos indicaba que no estaba ocurriendo una 
fermentación láctica y que los cultivos que habíamos inoculado no se habían 
implantando en el proceso. Estos resultados confirmaban aquellos de los 
recuentos en las placas de agar MRS y permitían afirmar que las levaduras, 
procedentes muy probablemente de los frutos, eran los únicos microorganismos 
presentes en las salmueras durante la fermentación, y por tanto responsables de 
la desaparición de los azúcares de la misma.  
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Estos resultados del todo sorprendentes, nos hicieron pensar en la 
posibilidad de que algún ingrediente de la salmuera estuviera inhibiendo el 
crecimiento de las bacterias lácticas que en tan elevada proporción habían sido 
inoculadas.  
Cuando preguntamos al personal de la empresa la composición de la 
salmuera, nos indicaron que para evitar el oscurecimiento de las berenjenas 
utilizan un compuesto antioxidante que es un potente bactericida. La presencia 
de este compuesto en la salmuera inhibiría el crecimiento de la microbiota 
láctica presente en los frutos, lo que a su vez provocaría un crecimiento masivo 
de levaduras, que serían las responsables de los problemas de reblandecimiento 
que el personal de la empresa manifestó al inicio del proyecto.  
La ausencia de bacterias lácticas produce además un enlentecimiento 
de la fermentación, y como puede observarse en la Figura 4.2 a, el último día 
del proceso quedaba una cantidad importante de azúcares residuales en la 
salmuera. Esto supone un riesgo de contaminación microbiana, que podría 
afectar a la estabilidad y a las características organolépticas de las Berenjenas. 
Los malos resultados obtenidos en este estudio, no permiten extraer 
conclusión alguna o afirmar que las cepas seleccionadas no serán capaces de 
implantarse en un proceso cuando se utilicen a escala industrial, siendo 
necesaria la realización de estudios adicionales. 
Este estudio, por el contrario, si ha puesto de manifiesto que el proceso 
de elaboración de Berenjenas de Almagro, incluso entre empresas acogidas a la 
IGP, es diferente. Este hecho fue el motivo de que nos planteáramos la 
realización de un estudio comparativo de la microbiota láctica que participa en 
la elaboración de las Berenjenas de Almagro en distintas empresas 






El proceso tecnológico de elaboración de Berenjenas de Almagro en las 
empresas acogidas a la IGP, ha sido descrito en detalle en la introducción de 
esta memoria. Sin embargo, es necesario indicar que, aunque en esencia éste es 
muy similar en las diferentes empresas, se producen variaciones que pueden 
afectar sustancialmente al proceso y, en definitiva, a las características del 
producto obtenido.  
En un estudio de tipificación de la Berenjena de Almagro realizado por 
Ballesteros (1996), se encontraron diferencias significativas en algunas 
características físicas (textura), químicas y sensoriales en las Berenjenas de 
Almagro comercializadas, lo que a criterio de este autor resulta del todo 
inaceptable para el consumidor especialmente cuando, como ocurre en este 
caso, se trata de un producto acogido a una IGP. Ballesteros en ese trabajo 
indicaba que el origen de estas diferencias podría ser la participación de una 
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El proceso tecnológico de elaboración de Berenjenas de Almagro en las 
empresas acogidas a la IGP, ha sido descrito en detalle en la Introducción 
general de esta memoria. Sin embargo, es necesario indicar que, aunque en 
esencia éste es muy similar en las diferentes empresas, se producen variaciones 
que pueden afectar sustancialmente al proceso y, en definitiva, a las 
características del producto obtenido.  
En un estudio de tipificación de la Berenjena de Almagro realizado por 
Ballesteros (1996), se encontraron diferencias significativas en algunas 
características físicas (textura), químicas y sensoriales en las Berenjenas de 
Almagro comercializadas, lo que a criterio de este autor resulta del todo 
inaceptable para el consumidor especialmente cuando, como ocurre en este 
caso, se trata de un producto acogido a una IGP. Ballesteros en ese trabajo 
indicaba que el origen de estas diferencias podría ser la participación de una 
microbiota diferente en la fermentación lo que ha sido confirmado, al menos en 
parte, en el estudio descrito en el capítulo anterior.  
Los estudios realizados anteriormente en nuestro laboratorio para 
conocer la microbiota participante en la fermentación espontánea de la 
Berenjena de Almagro (Sánchez et al., 2000, 2003, 2004), se habían llevado a 
cabo utilizando muestras de salmuera tomadas de una de las principales 
industrias elaboradoras, pero no teníamos conocimiento alguno de lo que 
ocurría en otras empresas acogidas a esta IGP.  
Planteamos entonces un estudio con un doble objetivo i) conocer la 
diversidad genética de la microbiota láctica presente en la salmuera de 
fermentación de otras dos industrias elaboradoras, para compararla con aquella 
descrita por Sánchez et al. (2000) y ii) conocer la variabilidad en la composición 
de la microbiota láctica entre campañas, para lo cual, se tomaron muestras de la 
misma empresa en la que lo habían hecho Sánchez et al. (2000). De este forma 
pretendíamos conocer si, al igual que ocurre en otras fermentaciones de 





BL endémica en la empresa y si existen genotipos “cosmopolitas”, es decir 
extendidos a otras empresas.  
Para conocer la diversidad genética de la población bacteriana presente 
en un ecosistema es necesario recurrir a métodos con un elevado poder 
discriminante (Berthier y Ehrlich, 1998; Fitzsimons et al., 1999; Blaiotta et al., 
2001) y que a su vez sean rápidos y adecuados para el manejo de un gran 
número de aislados. En los últimos años, los métodos basados en la reacción de 
PCR han sido los más utilizados, y así por ejemplo, la RAPD-PCR ha sido utilizada 
con éxito, en estudios dirigidos a conocer los cambios ocurridos en las 
poblaciones microbianas que participan en la fermentación espontánea de 
algunos alimentos (Charteris et al., 1997; Gardiner et al., 1998; Fitzsimons et al., 
2001; Giraffa et al., 2004).  
Al abordar este estudio somos conscientes de las limitaciones que tiene el 
utilizar un método dependiente de cultivo como es la RAPD-PCR cuando lo que 
se pretende es conocer la diversidad microbiana de un ecosistema natural lo 
que requiere, en opinión de algunos autores (Brock, 1987; Gray y Head, 2001; 
Giraffa y Neviani, 2000; Giraffa, 2004), la utilización de metodologías 
independientes de cultivo como la DGGE, la TGGE o la FISH. A pesar de esto, 
creemos que son indudables los beneficios que se pueden obtener de un mejor 
conocimiento, aunque sea parcial, de la microbiota participante en estas 
fermentaciones.  
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5.2. MATERIAL Y MÉTODOS 
5.2.1. Toma de muestras 
Las muestras de salmuera fueron recogidas en tres empresas 
elaboradoras de Berenjenas de Almagro acogidas a la IGP, localizadas en 
diferentes poblaciones de la provincia de Ciudad Real (España).  
En todas ellas se utiliza el procedimiento tradicional de elaboración. Los 
frutos una vez acondicionados, calibrados y escaldados, son colocados en 
bidones de plástico de aproximadamente 250 Kg de capacidad (Figura 5.1), se 
cubren con una salmuera cuya composición es propia y secreta, y se dejan 
fermentar espontáneamente.  
 
FIGURA 5.1. Barriles de fermentación utilizados en la industria  
Los bidones se sitúan en recintos cubiertos, donde no se ejerce control 
alguno de la temperatura. La duración del proceso varía con la empresa y está 
en gran parte supeditada a las necesidades de producción. Para el control del 
proceso, únicamente se realiza un seguimiento diario del pH de la salmuera.  
Al objeto de uniformizar en la medida de lo posible los procesos, las 
muestras fueron tomadas simultáneamente en todas las empresas y se procuró 
que en todos casos las berenjenas fueran de un tamaño intermedio (30-40 g). 
La toma de muestras se realizó como se ha descrito en el Capítulo 2 de esta 





de 10 mL de capacidad, evitando tomar de la capa superior, en ciertos 
momentos cubierta por un espeso velo, producido por el crecimiento de 
levaduras oxidativas. Los tubos se llenaban en su totalidad para evitar espacios 
de cabeza donde se dieran condiciones de aerobiosis, y eran mantenidos en 
refrigeración hasta su análisis. En todas las ocasiones, se tomaron 2 muestras, 
una para el análisis microbiológico y otra para el químico.  
5.2.2. Análisis de las salmueras 
5.2.2.1. Análisis químico 
El tratamiento previo de las muestras y los análisis efectuados fueron los 
descritos en el apartado de Material y Métodos del Capítulo 1, si bien la 
determinación de la concentración de NaCl se realizó con un clorurómetro 
Chloride Analyser Sherwood (mod. 926) (Sherwood Scientific Ltd. Cambrigde, 
UK). 
Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.  
5.2.2.2. Análisis microbiológico  
Las muestras de salmuera fueron diluidas en solución salina (0,9%, p/v 
NaCl) estéril antes de las correspondientes siembras en placas.  
Se efectuaron recuentos de BL en placas de agar MRS, de 
microorganismos aerobios mesófilos totales en agar Plate Count y de  
enterobacterias en placas de agar rojo violeta glucosa bilis, como se describe en 
el Capitulo 4. 
5.2.3. Obtención de aislados de bacterias lácticas 
De las placas de agar MRS utilizadas en los recuentos, se tomaron al azar 
un número de aislados (10% del recuento), intentando no obstante tomar 
representantes de cada una de las morfologías coloniales observadas. Estos 
aislados se resembraron en agar MRS hasta su purificación.  
Los cultivos puros fueron sometidos a dos pruebas preliminares de 
identificación, la prueba de la catalasa (Norris et al., 1981) y la tinción Gram 
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(Bartholomew, 1962) para descartar aquellos que no pertenecían al grupo de 
las BL.  
Cultivos en caldo MRS de los aislados de BL fueron conservados en 
criotubos a -80 ºC con un 20% (v/v) de glicerol, como crioprotector.  
5.2.4. Caracterización genotípica (genotipado) 
Se utilizó la técnica RAPD-PCR. Para la extracción del ADN, se siguió el 
procedimiento descrito en el Capítulo 3.  
Con 5  aislados elegidos al azar se ensayaron los 6 cebadores, cuyas 
secuencias se recogen en la Tabla 5.1. 








Los componentes de las mezclas de reacción y los programas de 
amplificación fueron optimizados para cada uno de los cebadores. Las 
reacciones de amplificación se realizaron en un termociclador Perkin Elmer 
(GeneAmp PCR System 2400). 
La electroforesis de los productos de amplificación, el tratamiento de los 
geles y el análisis numérico de los perfiles de ADN, se llevó a cabo como se 
describe en el Capítulo 3, utilizándose como marcador de peso molecular el 100 
bp-ladder (Biotools) que contiene 11 fragmentos de ADN de tamaños 





Una vez seleccionados los cebadores se realizó un estudio de 
reproducibilidad con 3 aislados elegidos al azar y como se describe en ese 
mismo Capítulo. 
5.2.5. Identificación de los aislados de bacterias lácticas 
Para la identificación de los aislados, tras el genotipado, se eligieron 
representantes de cada uno de los genotipos obtenidos y se realizaron pruebas 
fenotípicas y reacciones de PCR específicas. 
a) Pruebas fenotípicas 
Para una identificación preliminar se utilizaron las pruebas fenotípicas 
descritas en el Capítulo 1 (1.2.2.2 apartado c) y se aplicaron los criterios 
taxonómicos descritos en la bibliografía (Garvie, 1986; Kandler y Weiss, 1986; 
Holt et al., 1994; Wood y Holzapfel, 1995; Axelsson, 1998), consiguiéndose el 
agrupamiento de los genotipos. 
Para su identificación un 20% de las cepas incluidas en cada grupo fue 
identificada utilizando tiras API 50CH (Bio-Merioux, l´Etoile, France) y el 
programa informático APILAB PLUS. Las tiras API se prepararon siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. 
b) PCRs específicas 
La identidad de todos los genotipos fue confirmada mediante PCRs 
específicas. Se utilizaron los cebadores de la Tabla 5.2 y los componentes de las 
mezcla de reacción fueron los que se detallan en la Tabla 5.3. La concentración 
de los cebadores así como las condiciones de amplificación fueron las descritas 
por los respectivos autores. 
Para comprobar la sensibilidad de la reacción de PCR, para cada pareja 
de cebadores, se ensayaron dos cepas de la especie correspondiente especie y  
una de una especie próxima filogenéticamente para asegurar así su 
especificidad. 
Todas las reacciones de amplificación se realizaron en un termociclador 
Perkin Elmer (GeneAmp PCR System 2400). 
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Tabla 5.2. Cebadores utilizados en las reacciones de PCR para la identificación de las 
especies 




L. acidophilus Aci 16SI AGCTGAACCAACAGATTCAC 62 
 16SII ACTACCAGGGTATCTAATCC  
Walter et al. (2000) 
L. plantarum 16 GCTGGATCACCTCCTTTC 53 
 Lpl ATGAGGTATTCAACTTATG  
Berthier y Ehrlich 
(1998) 
L. brevis  Bre-1 CTTGCACTGATTTTAACA 40 
 Bre-2 GGGCGGTGTGTACAAGGC  
Guarneri  et al. 
(2001) 
L. pentosus 16 GCTGGATCACCTCCTTTC 53 
 Lpe GTATTCAACTTATTAGAACG  
Berthier  y Ehrlich 
(1998) 




55 Walter et al.(2000) 






59 Aymerich et al. 
(2003) 




67 Moschetti et al. 
(2000) 
L. paracasei Para CACCGAGATTCAACATGG 54 
 Y2 CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT  
Ward y Timmins 
(1999) 
*Temperatura de anillamiento en la reacción de PCR  
En cada reacción se incluía un control positivo que contenía ADN de la 
cepa tipo de la especie correspondiente (L. acidophilus 903T, L. plantarum 748T, 
L. brevis 4121T, L. pentosus 4023T, L. fermentum 4007T, Lc. lactis subsp. lactis 
185T, Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides 219T y L. paracasei subsp. 





una especie diferente a la que se trataba de identificar, lo que permitía detectar 
amplificaciones inespecíficas. Las cepas fueron obtenidas de la Colección 
Española de Cultivos Tipo (CECT). 






(V final=25 μL) 
Concentración 
final 
en la reacción 
Tampón de reacción 
(Biotools) 
10× 2,5 μL 1× 
4 dNTPs mix (Biotools) 
25 mM 
(cada nucleótido) 
0,2 μL 200 μM 
(cada nucleótido) 
MgCl2 50 mM 0,75 μL 1,5 mM 







1 U/μL 0,5 μL 0,5 U 
H2O bidestilada estéril  — *** — 
ADN molde 20-100 ng/μL 2 μL — 
* Se añadió la concentración descrita por los autores 
** Añadir tras el primer ciclo 
*** Llevar a un volumen final de 25 μL 
La separación electroforética de los productos de amplificación se 
realizó como se ha descrito en el Capítulo 3, excepto en la concentración de 
agarosa de los geles que en esta ocasión variaba entre el 0,8 y el 1,2%.  
Los marcadores de peso molecular utilizados fueron el 100-bp ladder 
(11 fragmentos de ADN de tamaños comprendidos entre 80 y 1031 pb) y el Kb 
ladder (14 fragmentos entre 250 y 10000 pb) (Biotools) que se cargaban en los 
extremos de cada gel.  
5.2.6. Análisis sensorial 
Al objeto de relacionar los resultados del estudio de caracterización 
microbiológica con la calidad sensorial de las Berenjenas de Almagro 
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elaboradas en cada una de las empresas, se adquirieron muestras comerciales 
de las 3 empresas estudiadas, y fueron sometidas a una prueba de preferencia 
con consumidores, como se describe en el Capítulo 1.  
5.2.7. Análisis estadístico 
Para determinar si la preferencia entre muestras era o no significativa, se 
aplicó el test de Friedman (O´Mahony, 1986), usando un nivel de significación 
de α ≤ 0,05, a los resultados del análisis sensorial.  
Asimismo, y para determinar si los valores de pH y los de los recuentos 
de aerobios mesófilos y de bacterias lácticas obtenidos en este estudio y 
aquellos obtenidos por Sánchez et al. (2000) eran significativamente diferentes, 
se aplicó el programa SPSS para Windows (versión 10.0), considerando un nivel 





5.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
5.3.1. Estudio de la diversidad genética de la microbiota 
láctica presente en las salmueras de tres empresas 
elaboradoras 
5.3.1.1. Análisis químico  
En la Figura 5.2 se representan los resultados de los análisis químicos 
efectuados a las salmueras tomadas durante el proceso de elaboración de 
Berenjenas de Almagro en las tres empresas estudiadas.  
El primer aspecto a resaltar es que el tiempo de permanencia de los 
frutos en la salmuera fue muy diferente en cada caso, con valores que oscilaron 
entre los 7 días de la empresa A y los 25 de la empresa C. Las concentraciones 
iniciales de NaCl en las salmueras (Figura 5.2 c) fueron también muy distintas, 
con valores que oscilaron entre el 1% (p/v) de la empresa B y el 6% (p/v) de la 
empresa C, observándose una relación entre la concentración de NaCl y la 
duración de la fermentación. La elevada concentración de NaCl en la empresa C 
enlentece notablemente la fermentación siendo necesario prolongarla algo más 
de 20 días para asegurar la desaparición de los azúcares de la salmuera (Figura 
5.2 b). Es de destacar el rápido consumo de azúcares (Glucosa + Fructosa) 
ocurrido en la empresa A (Figura 5.2 d), en la que se observa casi desde el inicio 
de la fermentación la aparición de ácido láctico y en la que el día 3 los azúcares 
de la salmuera han desaparecido totalmente pudiendo darse por concluido el 
proceso. 
Otro hecho que merece ser destacado es que en la salmuera de la 
empresa B no pudo detectarse la presencia de ácido láctico en ningún 
momento de la fermentación (Figura 5.2 d), lo que nos hizo pensar que el 
consumo de azúcares estaba siendo producido por microorganismos distintos 
de las bacterias lácticas. La baja concentración de NaCl utilizada en esta 
empresa parece permitir el crecimiento de otros microorganismos menos 
osmotolerantes.  
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FIGURA 5.2. Evolución de la fermentación.   Empresa A     Empresa B       Empresa C  
a: pH, b: Concentración de glucosa+fructosa, c: Concentración de NaCl d: Concentración de ácido 
láctico 
Los valores iniciales de pH de las salmueras (Figura 5.2 a) fueron 
similares, así como la evolución del mismo durante la fermentación, 
alcanzándose valores entorno a 3,7, al final de la misma. Este valor asegura la 






Aún con los aspectos anteriormente destacados, puede afirmarse que la 
evolución durante la fermentación de los parámetros analizados, fue la habitual 
en este proceso, como ha sido descrito con anterioridad por otros autores 
(Ballesteros et al., 1999; Sánchez et al., 2000).  
A la vista de estos resultados puede concluirse que la concentración de 
NaCl óptima para que tenga lugar una fermentación láctica en un tiempo lo 
más corto posible, y con un consumo total de los azúcares, es la de un 4%. 
Concentraciones superiores hacen el proceso demasiado lento, con el 
consiguiente problema para la empresa, y concentraciones inferiores tienen el 
riesgo de permitir el crecimiento de una microbiota inadecuada o indeseable 
que puede ocasionar problemas de paradas fermentativas, reblandecimiento y 
cualquier otra alteración del producto, como se ha descrito en el Capítulo 
anterior.  
5.3.1.2. Análisis microbiológico y obtención de aislados de 
bacterias lácticas 
No se detectó la presencia de enterobacterias en ninguna de las 
muestras analizadas. 
En las 3 empresas, los recuentos de microorganismos aerobios mesófilos 
totales transcurridas 24 h fueron inferiores a 103 ufc/mL, (datos no mostrados)  
pero en pocas horas se produjo un rápido incremento, alcanzándose recuentos 
de 109 ufc/mL, que se mantuvieron hasta el final. La evolución de estos 
recuentos fue paralela a la de bacterias lácticas (Figura 5.3), lo que “a priori” nos 
permitiría afirmar que prácticamente toda la microbiota que crece en las placas 
de PCA crece también en las placas de MRS.  
Los recuentos en las placas de agar MRS (Figura 5.3) fueron similares en 
las tres empresas y similares a los descritos para otras fermentaciones 
espontáneas de  vegetales (Ruiz Barba et al., 1994; Leal-Sánchez et al., 2003).  
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FIGURA 5.3. Evolución de los recuentos en agar MRS.  Empresa A       Empresa B Empresa C  
En las placas de agar MRS de la empresa B la mayor parte de las 
colonias no presentaban el aspecto característico de aquellas correspondientes 
a bacterias lácticas y su observación microscópica reveló que se trataba de 
levaduras. Este hecho confirmaba la presencia en estos fermentadores, de una 
microbiota distinta de la esperada, al igual que había ocurrido en el estudio de 
implantación, que habíamos realizado simultáneamente, y cuyos resultados se 
han recogido en el Capítulo 4. Asimismo explicaba la ausencia de ácido láctico 
en esta salmuera. Este hecho evitó que en esta empresa pudiera tomarse un 
número de aislados similar al de las otras 2 empresas estudiadas.  
De las placas de agar MRS utilizadas en los recuentos se obtuvieron un 
total de 433 aislados de los que un 73% resultaron ser catalasa (-) y Gram (+) y 
fueron considerados pertenecientes al grupo de las bacterias lácticas. De éstos 
184 procedían de la empresa A; 24 de la empresa B y 108 de la empresa C. 
Un 80% de los aislados restantes resultaron ser levaduras (todas 
procedentes de las salmueras de la empresa B) y el otro 20% fueron catalasa (+) 





Los resultados obtenidos en los ensayos de producción de CO2 de la 
glucosa y de NH3 de la arginina, junto con la morfología celular, permitieron 
establecer  4 grupos:  
•  Grupo I: Bacilos CO2 (-) y NH3 de la arginina (-) 
•  Grupo II: Bacilos CO2 (+) y NH3 de la arginina (+)  
• Grupo III: Cocos CO2 (+) y NH3 de la arginina (-)  
• Grupo IV: Cocos CO2 (-) y NH3 de la arginina (+)  
que fueron asignados a los géneros Lactobacillus (grupos I y II), Leuconostoc 
(grupo III) y Lactococcus (grupo IV).  
Según esta asignación y atendiendo a su origen, se podría afirmar que 
el 100% de los aislados procedentes de las salmueras de las empresas A y C eran 
Lactobacillus, mientras que los de la empresa B pertenecían a los géneros 
Lactobacillus (50%), Leuconostoc  (25%) y Lactococcus (25%). 
De estos resultados preliminares cabe destacar el predominio del 
género Lactobacillus en las tres empresas analizadas, y la escasa diversidad de 
géneros de BL en las salmueras de las empresas A y C. Estos resultados 
coinciden plenamente con los obtenidos por Sánchez et al. (2000), y con los 
descritos en el Capítulo 1 de esta memoria.  
Una explicación a este hecho sería el bajo pH inicial de las salmueras, 
que en todos los casos fue inferior a 3,7. Montaño et al. (1992) describen que 
los valores de pH mínimos para el crecimiento de las especies de Pediococcus y 
de Leuconostoc son 4,0 y 4,5 respectivamente e indican que las especies de 
Lactobacillus son, por el contrario, más ácido-tolerantes, presentando un pH 
mínimo de crecimiento de 3,8.  
Otro hecho a destacar es la presencia de aislados del género 
Lactococcus, mucho más relacionado con otros alimentos fermentados como 
los lácteos, aunque también se hayan aislado en cereales fermentados como el 
pozol (Nuraida et al., 1995; Ampe et al., 1999), en vegetales fermentados como 
el kimchi (Kim y Chun, 2005) o se haya descrito su presencia en sauerkraut 
comercial (Harris et al., 1992).  
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La presencia de aislados del género Leuconostoc sí es por el contrario, 
muy habitual en las fermentaciones de vegetales, aceitunas, col ácida o 
pepinillos (Etchells et al., 1975; Vaughn, 1985; Fleming et al., 1985; Daeschel et 
al., 1987; Montaño et al., 1992), y junto con los géneros Lactobacillus  y 
Pediococcus son los que con mayor frecuencia participan en estas 
fermentaciones (Pederson, 1979). 
La participación y sucesión de las diferentes especies de estos géneros 
en la fermentación depende de diversos factores como el tipo de producto y las 
condiciones del proceso y suele estar muy condicionada por su tolerancia a la 
acidez (McDonald et al., 1990). La temperatura es también un factor muy 
determinante y así, mientras que temperaturas inferiores a los 18 ºC favorecen 
el crecimiento de las especies de Leuconostoc, temperaturas superiores a los 32 
ºC hacen que sea L. plantarum la especie predominante (Perderson y Albury, 
1954). La época del año en la que se elabora la Berenjena de Almagro (Julio a 
Octubre) y la menor tolerancia al cloruro sódico descrita para las especies del 
género Leuconostoc explicarían la escasa presencia de aislados de este género y 
el hecho de que sólo se hayan aislado en las salmueras con menor 
concentración de este compuesto.  
En cualquier caso la presencia de aislados de los géneros Lactococcus y 
Leuconostoc, aunque minoritaria, nunca antes había sido descrita en la 
fermentación de las Berenjenas de Almagro.  
5.3.1.3. Genotipado de los aislados  
La técnica de lisis rápida utilizada para la obtención de los extractos 
crudos de ADN dio buenos resultados con todos los aislados de este estudio. 
De los 6 cebadores ensayados, el OPL-05 y el Lp-1 proporcionaron 
perfiles de polimorfismo reproducibles, de elevada discriminación intraespecífica 
y con un número de bandas adecuado, bien distribuidas y con una buena 
separación, lo que facilitaba su análisis e interpretación. Con el cebador OPL-05 
se obtenían perfiles con un número de bandas comprendido entre 5 y 10 de un 





algo más complejos con un mayor número de bandas, entre 1 y 12 y con un 
mayor rango de tamaños, entre 100 y 3000 pb.  
Las concentraciones de los componentes de la mezcla de reacción de 
PCR, variaron en cada caso. Para el OPL-05, fueron aquellas descritas en la Tabla 
3.2 (Capítulo 3), y para el Lp-1 se recogen en la Tabla 5.4. Puede observarse que  
en este caso fue necesario cuadruplicar la concentración de este cebador. 
TABLA 5.4. Concentración de los componentes de la mezcla de reacción de PCR utilizada 








(V final=50 μL) 
Concentración 
final 
en la reacción 
Tampón de reacción  10× 5 μL 1× 
 




















25 pmol/μL 8 μL 8 μM 













5  μL - 
*Añadir tras el primer ciclo 
El programa de amplificación que muestra la Tabla 5.5 fue el que resultó 
adecuado para ambos cebadores.  
TABLA 5.5. Programa de amplificación utilizado en la reacción de PCR 







1 5 min a 95 ºC   
2 40 s a 94 ºC 1 min a 45 ºC 1 min a 72 ºC 
30 40 s a 94 ºC 1 min a 52 ºC 3 min a 72 ºC 
1   5 min a 70 ºC 
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Una vez establecidas las condiciones óptimas del ensayo, se realizó el 
análisis de los aislados de cada una de las empresas. La Figura 5.4 muestra a 
modo de ejemplo, geles con los perfiles de polimorfismo de ADN (perfiles 
RAPDs) de diferentes aislados, obtenidos con los 2 cebadores. 
Marcador 
























FIGURA 5.4. Perfiles RAPDs obtenidos con los cebadores OPL-05 (A) y Lp-1 (B) 
Los 4 perfiles de polimorfismo obtenidos para cada uno de los 3 aislados 
utilizados en el estudio de reproducibilidad, con cada uno de los dos cebadores, 
fueron combinados y analizados numéricamente de forma conjunta, 
obteniéndose el dendrograma de similitud de la Figura 5.5.  
La línea discontinua indica el mínimo valor de similitud (r × 100), igual al 
83,54%, obtenido en este estudio para perfiles de un mismo aislado. Este es por 
tanto el valor por encima del cual dos aislados podrán ser considerados clones 
de una misma cepa o pertenecientes a un mismo genotipo y por debajo del cual 





obtenido fue superior al 80%, mínimo exigido en estudios de reproducibilidad 
(Sneath y Jonson 1972). 
   PERFILES DE AMPLIFICACIÓN NORMALIZADOS 

























valor de similitud = 83,54% 
(*) 1 y 2 corresponden a los perfiles RAPDs obtenidos en uno de los geles y 3 y 4 a los del otro gel 
Figura 5.5. Perfiles de polimorfismo y dendrograma de similitud obtenidos en el estudio 
de reproducibilidad 
Coincidiendo con lo descrito por otros autores (Sánchez et al., 2004), se 
observó que la capacidad de discriminación de cada cebador fue distinta y así 
por ejemplo, para los 24 aislados de la empresa B, se obtuvieron 15 perfiles 
RAPDs con el cebador OPL-05 y 13 con el Lp-1 (resultados no mostrados). El 
análisis combinado de los perfiles obtenidos con ambos cebadores incrementó 
la capacidad discriminante diferenciándose entonces los 20 genotipos 
mostrados en el dendrograma de la Figura 5.7. Son muchos los autores (Tailliez 
et al., 1998; Zapparoli et al., 1998; De Angelis et al., 2001; Simpson et al., 2002) 
que recomiendan realizar un análisis numérico combinado de los perfiles 
obtenidos con más de un cebador para incrementar así la eficacia discriminante 
de esta técnica.  
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Las Figuras 5.6, 5.7 y 5.8 muestran los dendrogramas consenso 
obtenidos tras el análisis cluster de los perfiles RAPDs combinados, obtenidos 
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Valor de similitud=83,54 %
FIGURA 5.6. Dendrograma de similitud obtenido en el análisis cluster de los perfiles 
de amplificación (RAPDs) combinados de los cebadores OPL-05 y LP-1, de los 
aislados de la empresa A 
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FIGURA 5.7. Dendrograma de similitud obtenido en el análisis cluster de los perfiles de 
amplificación (RAPDs) combinados de los cebadores OPL-05 y LP-1, de los aislados de 
la empresa B 
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FIGURA 5.9. Dendrograma de similitud obtenido en el análisis cluster de los patrones de 
amplificación (RAPDs) combinados de los cebadores OPL-05 y LP-1, de los aislados de 
la empresa C 
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A un valor de similitud r=83,54%, obtenido en el estudio de 
reproducibilidad, el nº de genotipos obtenidos en las empresas A, B y C fue de 
28, 20 y 79 y la diversidad genética calculada como el cociente entre el nº de 
aislados y el nº de genotipos fue de 6,6, 1,2 y 1,4, respectivamente. La corta 
duración de la fermentación en la empresa A podría ser la responsable de la 
menor diversidad genética encontrada en la salmuera de esta empresa, ya que 
limitaría la posibilidad de obtener genotipos diferentes. 
Tras realizar el genotipado se tomaron representantes de cada uno de 
los 127 genotipos, para su identificación. Los resultados de los ensayos de 
fermentación de carbohidratos y aquellos de los ensayos de crecimiento, 
permitieron establecer 10 grupos (I-X) (Tabla 5.6), que fueron identificados por 
el sistema informático APILAB PLUS como pertenecientes a las especies L. 
fermentum, L. cellobiosus, L. pentosus, L. plantarum, L. brevis biotipo 1, L. brevis 
biotipo 3, L. paracasei subsp. paracasei, L. acidophilus, Ln. mesenteroides subsp. 
mesenteroides y Lc. lactis subsp. lactis, respectivamente.  
 Es interesante destacar que la mayoría de los genotipos de las especies 
L. fermentum  y L. cellobiosus fueron arginina negativo, a pesar de que éstas 
han sido descritas como arginina positivo (Wood y Holzapfel, 1995; Kandler y 
Weiss, 1986). 
 Entre los aislados de algunas especies como por ejemplo L. cellobiosus, 
coincidiendo con lo descrito por algunos autores (Molin et al., 1993; Johansson 
et al., 1995b), se observó una gran variabilidad en los patrones de fermentación 















TABLA 5.6. Resultados de las pruebas fenotípicas  
GRUPO I II III IV V VI VII VIII IX X 
Nº de aislados 34 129 5 68 24 21 1 19 6 9 
CO2  de la glucosa        + + - - + + - - + - 
NH3  de la arginina 14 10 - - + + + + - + 
Crecimiento a:           
  5 ºC - - - - - -     
15 ºC 80 76 + + 26 78(10)     
45 ºC 95 80 + 55(35) 65 80     
Crecimiento en 
presencia de: 
          
4%    NaCl + + + + + +     
6,5% NaCl 25(28) 38(21) + + 80(5) 90(10)     
 8%   NaCl - - + 92(6) 38 27     
Fermentación de 
azúcares: 
          
Glicerol - - + - - - - - - d 
L-Arabinosa 74 + 40 + + + - - + - 
Ribosa + + + + + + + + 92 + 
D-Xilosa 53 72 - - - + - - + - 
Galactosa + 83 + + 80 + + + + + 
D-Manosa + 19 + + + 10 + + + + 
Ramnosa - - - - - - + - - - 
Dulcitol - - + 15 - - - - - - 
Manitol - - + + - - + - - + 
Sorbitol - - + + - - - - - - 
α-metil-D-manósido - - - - - - - - - + 
α-metil-D-glucósido - - - - - + - - + - 
N-acetil glucosamina - - + + + 30 + + + + 
Amigdalina - - + + + - + 25 - + 
Arbutina - (24) + + + - + 36 - + 
Esculina - 76 + + + d + + - + 
Salicina - - + + + - + d - + 
Celobiosa - - + + + - + + - + 
Maltosa + + + + + + + - + + 
Lactosa + 41 + + - 10 + + - + 
Melibiosa + 89 + + - 10d - - + - 
Sacarosa + + + + + - + + + + 
Trehalosa 81 79 + + + - + + + + 
Melezitosa - - + 38 8 - + - - - 
D-Rafinosa + + + + - - - - + - 
              β-gentibiosa - - + + d - - + - + 
D-Turanosa - - - - 20 - + - + - 
D-Tagatosa - - - - 7 - + + - - 
D-Arabitol - - + + - - - - - - 
L-Arabitol - - - - - - + - - - 
Gluconato (78) + + + + d + - - + 
2-ceto gluconato - - - - d - - - - - 
     5-ceto gluconato (79) + - - - 12 - - - - 
   Configuración  
     ác. láctico  DL DL DL DL DL DL    L 
SÍmbolos: +, reacción positiva; −, reacción negativa; d, reacción débil; 14, 14% de aislados reacción 
positiva; (10), 10% aislados reacción débil; DL, producen ácido láctico de las dos configuraciones. 
Ningún aislado fermentó: Eritritol, D-Arabinosa, L-Xilosa, Adonitol, β-metil-xilosido, L-Sorbosa, Inositol, 
Almidón, Glicógeno, Xilitol, D-Lixosa, D-Tagatosa, D-Fucosa, L-Fucosa. Todos los aislados ensayados 
fermentaron la Glucosa, la Fructosa y la Maltosa. 
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Las reacciones de PCR específicas efectuadas a los representantes de los 
127 genotipos confirmaron en todos los casos las identificaciones anteriores. En 
aquellos de L. cellobiosus, y dado que en la bibliografía no fue posible encontrar 
las secuencias de cebadores específicos para esta especie, se pensó en utilizar 
aquellos de L. fermentum, basándonos en la tan controvertida separación de 
estas especies (Kandler y Weiss, 1986; Rogosa et al., 1953; Dellaglio y Torriani, 
1986). De forma “nada” sorprendente observamos que en todos los genotipos 
de L. cellobiosus se amplificaba una banda de igual tamaño que aquella de los 
de L. fermentum, motivo por el cual, consideramos conveniente nombrar a 
todos los aislados pertenecientes a L. fermentum y L. cellobiosus como L. 
fermentum/cellobiosus. Estos resultados apoyan aquellos de Dellaglio et al. 
(2004), autores que han propuesto la reclasificación de la especie L. cellobiosus 
y su inclusión en L. fermentum.  
La Figura 5.10 muestra a modo de ejemplo, un gel con los aislados 
pertenecientes a la especie L. brevis, en los que se observa la banda 
característica de 1340 pb.  
 







FIGURA 5.10. Productos de amplificación obtenidos utilizando los cebadores descritos 
por Guarneri et al. (2001). Línea 1: genotipo B8; línea 2: genotipo B9; línea 3: genotipo B10; 
línea 4: genotipo C50; línea 5: control negativo (sin ADN); línea 6: L. fermentum 285; línea 7: L. 
brevis 4121T; línea 8: genotipo C48; línea 9: genotipo B11; línea 10: genotipo C54; línea 11: 





La Tabla 5.7 muestra a modo de resumen los genotipos incluidos en 
cada grupo y su identificación. En el caso de los L. brevis no se hace distinción 
entre los biotipos porque con la reacción de PCR ésta no es posible. 




















II A-7/A-16 L. fermentum/cellobiosus 
 
 


































VII B-16 L. paracasei 1 1 - 
VIII C-39/C-48 L. acidophilus 9 19 2,1 
XIX B-11/B-15 Ln. mesenteroides 5 6 1,2 
X B-1/B-7 Lc. lactis 8 9 1,1 
La diversidad genética por especies calculada como el cociente entre el 
número de aislados de una especie y el número de genotipos de la misma, 
indicó que aquella con mayor diversidad era Lc. lactis seguida por Ln. 
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mesenteroides y L. brevis, y aquella con menor diversidad fue L. fermentum para 
la que se obtuvo un valor de 7,8. 
Una cuestión de gran importancia en estudios ecológicos, es conocer la 
extensión y distribución de la diversidad microbiana en el medio natural. Este 
reciente enfoque de la ecología microbiana, denominado “biogeografía”, trata 
de averiguar si los microorganismos son “cosmopolitas”, encontrándose por 
tanto en más de una localización, o si por el contrario tienden a ser endémicos 
localizándose entonces en nichos específicos (Giraffa y Neviani, 2001). 
Con los resultados del estudio de genotipado nos planteamos conocer 
que ocurriría con los aislados obtenidos en este estudio, que como ya hemos 
indicado, procedían de 3 empresas distintas, aunque no muy alejadas 
geográficamente. Para ello, realizamos un análisis cluster de los perfiles RAPDs 
de todos los aislados obtenidos con ambos cebadores, y obtuvimos el 
correspondiente dendrograma de similitud (datos no mostrados). Al aplicar el 
valor de similitud r=83,54%, resultó que sólo 3 de los 127 genotipos, el A-25, B-
17 y C-19 de L. plantarum se agrupaban en un mismo cluster. 
Podría entonces concluirse que sólo una pequeñísima proporción 
(1,9%) de la microbiota espontánea que participa en estos procesos tiene 
carácter “cosmopolita”. Estos resultados son totalmente contrapuestos a los 
obtenidos por Marcellino et al. (2001), quienes en un estudio realizado con 
quesos de toda Francia, obtienen un porcentaje muy elevado de cepas 
“cosmopolitas”, llegando a afirmar que “existen cepas idénticas en toda Francia 
e incluso en el mundo”. 
Sánchez et al. (2005) obtienen por el contrario resultados muy similares 
a los nuestros en un estudio realizado con quesos de cabra elaborados en 
Castilla-La Mancha.  
La Figura 5.11 muestra la diversidad y porcentajes de participación de 





























FIGURA 5.11. Porcentajes de participación de las especies identificadas. L. plantarum        
L. pentosus      L. fermentum /cellobiosus      L. brevis       L. acidophilus       Lc. lactis        Ln. 
mesenteroides        L. paracasei 
Se observan importantes diferencias no sólo en la composición de la 
microbiota láctica sino también en la diversidad de especies. De forma 
sorprendente, la salmuera de la empresa B, a pesar del escaso número de 
aislados obtenidos, fue la que presentaba un mayor número de especies. Este 
hecho podría estar relacionado con la menor concentración de cloruro sódico 
utilizada en la salmuera de esta empresa, que no limitaría el crecimiento de 
ninguna de las especies integrantes de la microbiota epifítica. Parece existir una 
relación inversa entre la concentración de sal y la diversidad de especies 
participantes en el proceso.  
Merece ser destacado el hecho de que sólo la especie, L. plantarum  
estuviera presente en las salmueras de las 3 empresas estudiadas, aunque los % 
de participación en cada caso fueron muy diferentes. La mayoría de los aislados 
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identificados como L. plantarum procedían de las salmueras de  los últimos días 
de la fermentación, lo que como ya hemos indicado es habitual en este tipo de 
procesos por su mayor ácido-tolerancia. 
La participación de distintas especies del género Lactobacillus en la 
fermentación de Berenjenas de Almagro, había sido descrita por Sánchez et al. 
(2000), pero cabe destacar que nunca antes se habían identificado las especies 
L. paracasei y L. acidophilus. De la primera de ellas no se han encontrado 
referencias bibliográficas que apoyen su participación en la elaboración de 
vegetales fermentados, sin embargo L. acidophilus ha sido aislado de 
fermentaciones de alimentos africanos tradicionales como el “Kunu-zarki” que se 
elabora con mijo o el “Kenkey” que se elabora con maíz (Olasupo et al., 1997).  
5.3.1.4. Análisis Sensorial 
Al aplicar el test de Friedman´s a los resultados de la prueba de 
preferencia con consumidores (Tabla 5.8) se puso de manifiesto que no existía 
preferencia significativa por ninguna de las muestras comerciales evaluadas. No 
obstante, las Berenjenas que resultaron ser las “más preferidas” un mayor 
número de veces, fueron las elaboradas en la empresa A. 
   TABLA 5.8. Resultados de la prueba de preferencia  









(1)no. de veces considerada “la más preferida”  
(2) “mas preferida”=+1, “preferencia intermedia”=+2, “menos preferida”=+3.  
Las características sensoriales de las Berenjenas evaluadas fueron, en 
opinión de los consumidores, muy diferentes, lo que unido a las distintas 
preferencias de los consumidores, fue lo que en nuestra opinión motivó que no 
se obtuvieran diferencias significativas en el tratamiento estadístico. Así, 





vinagre, otros la consideraban la menos preferida al considerar que este no es 
un atributo de calidad. 
5.3.2. Estudio comparativo de la microbiota que 
participa en la fermentación espontánea de las 
Berenjenas de Almagro en diferentes campañas 
En este apartado se recogen los resultados del estudio comparativo de 
aquellos obtenidos por Sánchez et al. (2000), en muestras de salmuera tomadas 
en la empresa A en el año 1999 y los de las muestras tomadas dos campañas 
más tarde en la misma empresa. 
Para el estudio de la diversidad genética fue necesario realizar el 
genotipado de los aislados obtenidos en ambas campañas, aunque Sánchez et 
al. (2004) describen la caracterización genética de los aislados procedentes de 
aquellas salmueras, ya que la reproducibilidad inter-laboratorios de algunas 
técnicas moleculares como la RAPD-PCR es muy limitada (Giraffa y Neviani, 
2001). 
Se analizaron entonces un total de 323 aislados, 139 procedían del 
estudio realizado por  Sánchez et al. (2000) (Campaña I) y 184 habían sido 
obtenidos en este estudio (Campaña II). Se utilizó el cebador OPL-05, con el que 
se realizó el correspondiente estudio de reproducibilidad.  
5.3.2.1. Análisis químico y microbiológico de las salmueras 
La Tabla 5.9 muestra los valores de pH y de los recuentos microbianos 
obtenidos en las salmueras de ambas campañas.  
La evolución del pH fue similar en ambas campañas, si bien en la 
campaña II el incremento que ocurre en las primeras horas fue algo menor. El 
análisis estadístico puso de manifiesto diferencias significativas entre estos 
valores, causadas muy probablemente por el menor valor inicial del pH de la 
salmuera de la campaña II. La capacidad tamponante de la salmuera evita 
además el que estos valores se igualen. 
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        I                     II 
Recuento de aerobios 
mesófilos totales 
          I                  II 
Recuento de bacterias 
lácticas 
I                II 
0 3,80±0,14a   3,67±0,12   5,70±0,33      NDb   3,60±0,21       ND 
1 3,96±0,22   3,77±0,03 8,88±0,25   6,78±0,05 7,81±0,31   5,85±0,09 
2 4,05±0,05   3,85±0,05 9,75±0,16   7,62±0,28 8,30±0,25   8,33±0,08 
3 4,03±0,41   3,87±0,11 9,26±0,08   8,48±0,21 8,41±0,16   8,18±0,11 
4 3,96±0,32   3,78±0,17 8,64±0,11   8,52±0,13 8,20±0,30   8,00±0,20 
5 3,91±0,25   3,75±0,13 8,60±0,34   8,56±0,06 8,36±0,34   7,82±0,26 
6 3,91±0,14   3,75±0,09 8,53±0,23   8,31±0,16 8,45±0,21   7,50±0,37 
7 3,91±0,21   3,75±0,07 8,49±0,19   8,82±0,39 8,48 ±0,41   7,49±0,21 
amedia±desviación standard  bNo detectado 
El tratamiento estadístico de los resultados obtenidos en los recuentos 
de aerobios mesófilos totales y de bacterias lácticas (Tabla 5.6) mostró que no 
existían diferencias significativas entre campañas.  
5.3.2.2. Genotipado de los aislados  
La Figura 5.12 muestra el dendrograma de similitud obtenido en el 
estudio de reproducilidad con el cebador OPL-05 y el valor mínimo de similitud 
(r×100) igual al 86% obtenido para perfiles de un mismo aislado.  
El análisis cluster de los perfiles RAPDs de los 323 aislados, obtenidos 
con el cebador OPL-05, originó el dendrograma de la Figura 5.13. 
El valor del coeficiente de correlación cofenética fue de 0,97, indicando 
poca distorsión en el dendrograma obtenido a partir de la matriz de datos de 





        PERFILES DE AMPLIFICACIÓN NORMALIZADOSCoeficiente de correlación r × 100 
















valor de similitud=86%  
(*)1 y 2 corresponden a los perfiles RAPDs obtenidos en uno de los geles, y 3 y 4 a los del otro gel. 
FIGURA 5.12. Perfiles de amplificación y dendrograma de similitud obtenidos en el 
estudio de reproducibilidad  
Al aplicar el valor de similitud del 86%, obtenido en el estudio de 
reproducibilidad, se diferenciaron 34 genotipos que han sido nombrados como 
I ó II según la campaña de origen (Figura 5.13). 307 de los aislados se 
agruparon en 18 clusters y los 16 restantes mostraron un perfil único.  
Las pruebas de identificación fenotípicas realizadas a aislados 
representantes de cada cluster permitió su asignación a las especies indicadas 
en el dendrograma de la Figura 5.13, que se dispusieron en 5 clusters (I-V) 
principales a un r=1,98%. Siguiendo el criterio adoptado anteriormente los 
aislados identificados como L. fermentum o L. cellobiosus han sido nombrados 
como L. fermentum/cellobiosus.  
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Coeficiente de correlación r × 100     Genotipo  Nº de aislados  Identificación 
I-1  2 
     I-2 
     I-3  7 
     I-4  2 
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5.13. Dendrograma de similitud obtenido en el análisis cluster de los perfiles RAPDs 
obtenidos con el cebador OPL-05. I: Aislados obtenidos por Sánchez et al. (2000); II: Aislados 
obtenidos en este estudio 
La identificación de los aislados de la campaña I, fue coincidente con la 
descrita por Sánchez et al. (2000), excepto en el caso de los incluidos en el 
cluster I-15 que habían sido identificados como Lactobacillus spp. y que ahora 
han sido identificados como L. fermentum/cellobiosus  
Una diferencia notables entre ambas campañas fue la ausencia de 
aislados pertenecientes a la especie L. brevis en la campaña II.  
Cabe destacar que los aislados de cada campaña se agruparon siempre 
en cluster diferentes, excepto aquel designado como I-12/II-15, que agrupó 
aislados de ambas campañas, procedentes en ambos casos de las salmueras de 
los 2 primeros días de fermentación.  
La diversidad genética, calculada como el cociente entre el número de 
aislados y el número de genotipos obtenidos en cada campaña, fue más alta en 
las salmueras de la campaña I con un valor de 8,2 frente al 10,2 de la campaña II 
y en ambos casos, la diversidad fue muy inferior a la observada en salmueras de 
otras empresas. 
Los porcentajes de participación de las especies identificadas fueron 
también muy diferentes en ambas campañas (Figura 5.14) y así, mientras que 
en las salmueras de la campaña II la especie predominante fue L. 
fermentum/cellobiosus con un porcentaje de participación del 88,5% en 
aquellas de la salmuera I lo había sido L. plantarum con un 58%.  











FIGURA 5.14. Porcentajes de participación de las especies de BL identificadas en ambas 
campañas.     L. plantarum        L. pentosus        L. fermentum /cellobiosus      L. brevis 
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La Figura 5.15 muestra la frecuencia de distribución y la sucesión de las 












































































FIGURA 5.15. Frecuencia de distribución y sucesión de las especies de Lactobacillus en 
las salmueras tomadas en dos campañas diferentes. A: Campaña I (Sánchez et al., 2000) 





En ambos casos, al inicio de la fermentación predominan especies 
heterofermentativas como L. fermentum/cellobiosus (campaña II) o L. brevis 
(campaña I). Transcurridas las primeras 72 h se produce un descenso gradual de 
éstas que da paso a un predominio de especies homofermentativas como L. 
plantarum y L pentosus  que son las que finalizan el proceso. Una secuencia 
similar ha sido descrita en la fermentación de otros vegetales (Daeschel et al., 
1987; Oyewole y Odunfa, 1990; Tamang y Sarkar, 1996; Kunene et al., 2000; 







 De los resultados de este estudio puede concluirse que: 
 Existen importantes diferencias en la composición de la microbiota 
láctica que participa en la fermentación de las Berenjenas de Almagro en 
distintas empresas elaboradoras, motivadas por la distinta concentración 
de cloruro sódico presente en las salmueras. 
 Por vez primera se han identificado en las salmueras de 
fermentación de las Berenjenas de Almagro, las especies Leuconostoc 
mesenteroides, Lactococcus lactis, Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus 
paracasei.  
 Los genotipos identificados en las salmueras de las distintas 
empresas estudiadas fueron distintos y sólo uno de los genotipos estuvo 
presente en las salmueras de las tres empresas estudiadas, y podría 
considerarse por tanto “cosmopolita”. 
 Al estudiar la composición de la microbiota láctica presente en las 
salmueras de una misma empresa, en 2 campañas diferentes, observamos 
que cuando las condiciones de elaboración se mantienen, las especies que 
participan son esencialmente las mismas, aunque los porcentajes de 
participación fueron sustancialmente diferentes. 
 Los genotipos identificados en ambas campañas fueron distintos y 
sólo un pequeño porcentaje de la microbiota participante podría ser 
considerada “endémica” de la empresa de la que procedían las salmueras.  
 Esta variabilidad genética aunque no parece esencial para el buen 
funcionamiento del proceso, si puede ocasionar modificaciones en las 
características sensoriales de las Berenjenas obtenidas, lo que se podría 







El proceso tecnológico de elaboración de Berenjenas de Almagro en las 
empresas acogidas a la IGP, ha sido descrito en detalle en la introducción de 
esta memoria. Sin embargo, es necesario indicar que, aunque en esencia éste es 
muy similar en las diferentes empresas, se producen variaciones que pueden 
afectar sustancialmente al proceso y, en definitiva, a las características del 
producto obtenido.  
En un estudio de tipificación de la Berenjena de Almagro realizado por 
Ballesteros (1996), se encontraron diferencias significativas en algunas 
características físicas (textura), químicas y sensoriales en las Berenjenas de 
Almagro comercializadas, lo que a criterio de este autor resulta del todo 
inaceptable para el consumidor especialmente cuando, como ocurre en este 
caso, se trata de un producto acogido a una IGP. Ballesteros en ese trabajo 
indicaba que el origen de estas diferencias podría ser la participación de una 
n parte microbiota diferente en la fermentación lo que ha sido al menos e
corroborado en el estudio descrito en el capítulo anterior.  
Hasta el momento de iniciar este trabajo, los estudios realizados en 
nuestro laboratorio para conocer la microbiota participante en la fermentación 
espontánea de la Berenjena de Almagro (Sánchez et al., 2000, 2003, 2004), se 
habían realizado utilizando muestras de salmuera tomadas de una de las 
principales industrias elaboradoras, pero no teníamos conocimiento alguno de 
lo que ocurría en otras empresas acogidas a esta IGP.  
Planteamos entonces un estudio con un doble objetivo i) conocer la 
diversidad genética de la microbiota láctica presente en la salmuera de 
fermentación de otras dos industrias elaboradoras, para compararla con 
aquella descrita por Sánchez et al. (2000) y ii) conocer la variabilidad 
existente en la composición de la microbiota láctica entre campañas en una 
misma empresa, para lo cual, se tomaron muestras de la misma en la que 
lo hicieron Sánchez et al. (2000). De este forma pretendíamos conocer si, al 
igual que ocurre en otras fermentaciones de alimentos (Marcellino et al., 
2001; Sánchez et al., 2005),  
Conclusiones finale  
Publicaciones 
CONCLUSIONES FINALES 
1. El curso de la fermentación cuando se utilizaron frutos congelados en 
la elaboración de Berenjenas de Almagro fue similar a aquel con frutos 
no congelados, si bien ocurrió un ligero retraso en el inicio de la etapa 
de fermentación vigorosa. La congelación no sólo no afectó 
negativamente a las características sensoriales de las Berenjenas sino 
que éstas resultaron ser las preferidas por los consumidores. 
2. La adición de cultivos iniciadores propios consigue acelerar la 
fermentación e incluso en algunos casos las características 
organolépticas de las Berenjenas obtenidas fueron mejores que las de 
algunas comerciales. 
3. Se ha confirmado que muchas de las propiedades de interés 
tecnológico tienen carácter intraespecífico, por lo que la selección de 
un cultivo iniciador adecuado para la elaboración de las Berenjenas de 
Almagro requiere del estudio del potencial de las cepas que vayan a ser 
utilizadas para este fin. 
4. El cultivo iniciador más adecuado ha resultado ser aquel constituido 
por una mezcla de especies homo y heterofermentadoras, siendo la 
cepa L. fermentum 6G14 una excelente candidata por su buena 







El proceso tecnológico de elaboración de Berenjenas de Almagro en las 
empresas acogidas a la IGP, ha sido descrito en detalle en la introducción de 
esta memoria. Sin embargo, es necesario indicar que, aunque en esencia éste es 
muy similar en las diferentes empresas, se producen variaciones que pueden 
afectar sustancialmente al proceso y, en definitiva, a las características del 
producto obtenido.  
En un estudio de tipificación de la Berenjena de Almagro realizado por 
Ballesteros (1996), se encontraron diferencias significativas en algunas 
características físicas (textura), químicas y sensoriales en las Berenjenas de 
Almagro comercializadas, lo que a criterio de este autor resulta del todo 
inaceptable para el consumidor especialmente cuando, como ocurre en este 
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aquella descrita por Sánchez et al. (2000) y ii) conocer la variabilidad 
existente en la composición de la microbiota láctica entre campañas en una 
misma empresa, para lo cual, se tomaron muestras de la misma en la que 
lo hicieron Sánchez et al. (2000). De este forma pretendíamos conocer si, al 
igual que ocurre en otras fermentaciones de alimentos (Marcellino et al., 
2001; Sánchez et al., 2005),  
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El proceso tecnológico de elaboración de Berenjenas de Almagro en las 
empresas acogidas a la IGP, ha sido descrito en detalle en la introducción de 
esta memoria. Sin embargo, es necesario indicar que, aunque en esencia éste es 
muy similar en las diferentes empresas, se producen variaciones que pueden 
afectar sustancialmente al proceso y, en definitiva, a las características del 
producto obtenido.  
En un estudio de tipificación de la Berenjena de Almagro realizado por 
Ballesteros (1996), se encontraron diferencias significativas en algunas 
características físicas (textura), químicas y sensoriales en las Berenjenas de 
Almagro comercializadas, lo que a criterio de este autor resulta del todo 
inaceptable para el consumidor especialmente cuando, como ocurre en este 
caso, se trata de un producto acogido a una IGP. Ballesteros en ese trabajo 
r la participación de una 
sido al menos en parte 
or.  
indicaba que el origen de estas diferencias podría se
microbiota diferente en la fermentación lo que ha 
corroborado en el estudio descrito en el capítulo anteri
Hasta el momento de iniciar este trabajo, los estudios realizados en 
nuestro laboratorio para conocer la microbiota participante en la fermentación 
espontánea de la Berenjena de Almagro (Sánchez et al., 2000, 2003, 2004), se 
habían realizado utilizan o muestras de salmuera tomadas de una de las 
principales industrias ela pero no teníamos conocimiento alguno de 
lo que ocurría en otras empresas acogidas a esta IGP.  
d
boradoras, 
Planteamos entonces un estudio con un doble objetivo i) conocer la 
diversidad genética de la microbiota láctica presente en la salmuera de 
fermentación de otras dos industrias elaboradoras, para compararla con 
aquella descrita por Sánchez et al. (2000) y ii) conocer la variabilidad 
existente en la composición de la microbiota láctica entre campañas en una 
misma empresa, para lo cual, se tomaron muestras de la misma en la que 
lo hicieron Sánchez et al. (2000). De este forma pretendíamos conocer si, al 
igual que ocurre en otras fermentaciones de alimentos (Marcellino et al., 
2001; Sánchez et al., 2005),  





 Parte del trabajo expuesto en esta memoria, ha quedado recogido en las 
siguientes publicaciones: 
1. Seseña, S., Sánchez, I., González Viñas, M. A. y Palop, M. Ll. 2001.  
Contribution of starter culture to the sensory characteristics of fermented 
‘Almagro’ eggplants. Int. J. Food Microbiol. 67 (3), 197-205. 
2. Seseña, S., Sánchez, I., González Viñas, M. A. y Palop, M. Ll. 2002. Effect of 
freezing on the fermentation and sensory attributes of ‘Almagro’ 
eggplants. Int. J. Food Microbiol. 77 (1-2) 157-161. 
3. Seseña, S., Sánchez, I.  y Palop, M. Ll. 2004. Genetic diversity (RAPD-PCR) of  
lactobacilli isolated from “Almagro” eggplant fermentations from two 
seasons.  FEMS Microbiol. Lett. 238 (1), 159-165. 
4. Seseña, S. Sánchez, I. y Palop, M. Ll. 2005. Characterization of Lactobacillus 
strains and monitoring by RAPD-PCR in controlled fermentations of 
“Almagro” eggplants. Int. J. Food Microbiol. En prensa. 
5. Seseña, S. y Palop, M. Ll. 2005. Genetic diversity of lactic acid microflora 
isolated from traditional Almagro eggplants manufacturing plants. En 
preparación. 
 
 
 
